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Resumen 

 

Se evaluaron diferentes velocidades de carga de tolueno sobre un lodo desnitrificante 

utilizando un reactor continuo UASB. El trabajo consistió en dos etapas. La primera 

consistió en alimentar el lodo con acetato como fuente reductora y nitrato como fuente 

oxidante, sin adición de hidrocarburos aromáticos. La velocidad de carga de acetato fue de 

250 mg C/l.d y la de nitrato de 178 mg N/l.d, lo que dio una relación C/N de 1.4. En la 

segunda etapa, la C/N se mantuvo al mismo valor y la velocidad de carga de carbono (VCC) 

fue de 250 mg C/l.d, pero el carbono de acetato fue siendo sustituido por carbono de 

tolueno. El intervalo valorado de carbono de tolueno fue de 25 a 125 mg C/l.d. Cuando el 

lodo sólo fue alimentado con acetato la eficiencia de consumo de carbono fue de 98.6 %  

0.6  y el rendimiento (Y HCO3
-) fue de 0.99  0.5, con rendimiento desnitrificante (YN2) de 

0.98  0.6. El proceso fue claramente desasimilativo. En el intervalo de 25 y 50 mg C/l.d de 

tolueno, la eficiencia de consumo de nitrógeno fue de 95% 1.5, pero a VCC de 125 mg 

C/l.d disminuyó a 86%  2.1. A todas las velocidades de carga de tolueno, el YN2 fue de 

0.87  0.05. Los resultados muestran que el acetato y el tolueno reducen simultáneamente el 

nitrato a N2. Es decir, tanto el acetato, como el tolueno fueron mineralizados a CO2 por 

medio de la desnitrificación. La evidencia también mostró que la eliminación del tolueno 

fue posible a través de la desnitrificación.  
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Abstract 

On a denitrifying sludge the effect of different loading rates of toluene as electron sources 

on the respiratory process was estudied in continuos UASB reactor. This work consisted of 

two stages, the first was the feeding of the sludge with acetate and nitrate as donor and 

acceptor electrons, without aromatic hydrocarbons. The acetate loading rate was of 250 mg 

C/l.d and nitrate loading rate was of 178 mg N/l.d, for giving a C/N ratio of 1.4. In the 

second stage the ratio was kept at same value and the carbon loading rate (CLR) was of 250 

mg C/l.d, but the C-toluene was replacing to the C-acetate. The studied range of loading 

rates of toluene  was from to 25 to 125 mg C/l.d. When acetate was used as electron donors, 

in steady state condition, the carbon consumption efficiency was 98.6%  0.6, the yield  

(YHCO3
-) was of 0.99  0.05 and denitrifying yield (YN2) was of 0.98  0.06. Clearly a 

dissimilative process. At the different CLR of toluene the consumption efficiency was of 

95%  3.5. In the range from 25 to 50 mg C/l.d of toluene the nitrogen consumption 

efficiency was 95%  1.5, but at the CLR of 125 mg C/l.d the efficiency for N-NO3
- 

decreased to 86%  2.1. Under all toluene loading rates the YN2 was O.87  0.05. The results 

evidence that acetate and toluene reduce simultaneously the nitrate to N2. Namely, as the 

acetate as toluene were mineralizad to CO2 by denitrification. The evidence also showed that 

the removal of toluene was possible by denitrification. 
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1. REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA 

 

1.1 Características generales del tolueno 

1. 1.1 Fuente y usos del tolueno 

El  tolueno es un hidrocarburo monoaromático, que junto con el benceno, etilbenceno e 

isómeros del xileno, constituyen el grupo de los hidrocarburos monoaromáticos 

comúnmente denominados BTEX. 

La fuente principal del tolueno es el petróleo, otra fracción importante deriva de la 

destilación del alquitrán de hulla, producto líquido generado de los hidrocarburos que se 

producen durante la coquificación del carbón (Morrison y Boyd, 1988). Algunos hallazgos  

también sugieren que el tolueno puede ser formado biológicamente. Por ejemplo, Jutter y 

Henatsch (1986), detectaron bajas concentraciones de tolueno en ambientes prístinos de 

lagos anóxicos.  

El tolueno junto con el resto de los BTEX, son usados como aditivos antidetonantes en 

diversos productos del petróleo, tales como la gasolina y el diesel. Por ejemplo, en una 

gasolina común, se estima que los BTEX representan alrededor del 20%, en donde el 

tolueno, constituye el 25% (Phelps y Young, 2001). El tolueno también se utiliza como 

solvente en la elaboración de pinturas, resinas, pegamentos, thinner, entre otros productos. 

Se sabe que estos solventes contienen hasta el 85% de tolueno (Fornazzari y col., 2003). 

También es utilizado como materia prima para la fabricación de productos farmacéuticos, 

colorantes, polímeros, entre otros. Aunado a esto, los BTEX son utilizados como 

ingredientes inactivos en productos agroquímicos. Muchos pesticidas contienen niveles 

sustanciales de estos solventes en su  formulación. Estos hidrocarburos pueden constituir 

entre el 7 y el 14% de la composición de un pesticida común. (Phelps  y Young, 2001).  
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1.1.2  Propiedades fisicoquímicas del tolueno y demás hidrocarburos monoaromáticos 

En la Tabla 1.1 se presentan algunas propiedades fisicoquímicas del tolueno y demás 

hidrocarburos monoaromáticos (Christensen y Elton, 1996).  Los BTEX son compuestos no 

polares, razón por la cual son poco solubles en agua, pero solubles en solventes no polares 

como el éter. Se observa que el compuesto de menor peso molecular es el benceno, seguido 

del tolueno, los isómeros del xileno y el etilbenceno. Generalmente  la solubilidad en agua 

de un compuesto disminuye al aumentar su peso molecular. Así pues, el benceno muestra 

mayor solubilidad que el tolueno y el resto de estos hidrocarburos. De hecho, se ha 

encontrado que de los hidrocarburos que componen los diversos productos de petróleo, el 

grupo de los BTEX son los compuestos más hidrosolubles (Evans y col., 1991). Como 

consecuencia los BTEX son los contaminantes más comunes de los cuerpos hídricos y 

mantos freáticos debido a derrames petroleros o a fugas en los tanques de almacenamiento 

de los distintos productos del petróleo. También se observa que estos compuestos son menos 

densos que el agua, lo que les da cierta flotabilidad en ésta. El  menor coeficiente de 

partición octanol/agua se muestra en el benceno, el cual es seguido de tolueno. Los 

compuestos más polares tiene un coeficiente de partición más bajo. La constante de la ley de 

Henry es relativamente menor para benceno y tolueno. Estos valores describen el 

movimiento de un compuesto entre las fases agua y aire, los valores más bajos se presentan 

en los compuestos que tienden a mantenerse en la fase acuosa. Otra característica que 

presentan los BTEX,  es que son compuestos relativamente resistentes a la oxidación, esto se 

debe básicamente a la  estabilidad química que le confiere el anillo aromático (Gibson y 

Harwood, 2002).    
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Tabla 1.1 Características fisicoquímicas de los  BTEX (Christensen y Elton, 1996).  
 
  Benceno    tolueno    m-xileno    o-xileno    p-xileno    etilbenceno 

 
Estructura 
Química 
 
 
Fórmula química  
 
 
Peso molecular 
(g/mol) 
 
Solubilidad en agua 
(mg/l) 
 
Presión de vapor 
(a 20º C) (mg Hg) 
 
Densidad específica  
(a 20º C)  
 
Coeficiente de 
partición octanol-
agua a 20º C  
 
Constante de la ley 
de Henry (a 25º C) 
(kPa m3/mol) 
 
Punto de ebullición 
 (º C) 
 
Punto de fusión 
(º C) 
 
Polaridad 
 
 

 
   
         
 

 
C6H6           C7H8         C8H10        C8H10         C8H10          C8H10 

 

 
78               92            106             106             106             106  
 
 
1700           515            -               175              198             152 
 
 
95.2            28.4           -                6.6               -                 9.5 
 
 
0.87           0.86          0.86           0.88             0.86             0.86 
 
 
 
2.13            2.69          3.2              2.77            3.15           3.15 
 
 
0.55            0.67         0.70              0.50            0.71           0.80 
 
 
 
80               111          144              139             138            136 
 
 
5.5              - 95          - 25              - 4 8            13              -95 
 
 
no polar    no polar     no polar      no polar       no polar     no polar 
                     

 

 

 

 

CH3

CH3

CH3

CH3

CH3CH3 CH2CH3CH2CH3
CH3

CH3

CH3

CH3

CH3

CH3

CH3

CH3
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1.1.3  Toxicidad del tolueno 

El tolueno es un compuesto  considerado como un contaminante prioritario por la Agencia 

de Protección al Medio Ambiente en los Estados Unidos,  ya que se ha observado que tiene 

efectos nocivos  tanto en la salud humana y  como en el medio ambiente (Frazer y col., 

1995). 

Se ha encontrado que este compuesto ejerce efectos negativos sobre los microorganismos, al 

alterar de forma drástica la estructura y función de las propiedades de la membrana. 

Diversos trabajos muestran que este hidrocarburo altera de forma considerable la parte 

lipídica de la membrana y en consecuencia, también afecta diversas proteínas que allí se 

localizan (Sikkema y col., 1995). Los efectos  del tolueno también se observan en la pérdida 

de la fuerza  proto motriz y daños notables en macromoléculas como RNA y proteínas 

(Heipieper y de Bont, 1994). Los efectos negativos del tolueno han sido mitigados por 

diversos mecanismos de tolerancia desarrollados por algunos microorganismos. Estudios en 

Pseudomonas putida S12 (Isken y de Bont, 1996), muestran que este microorganismo ha 

desarrollado un sistema de bombeo de solventes que es dependiente de energía. Este 

mecanismo le permite mantener al tolueno y otros solventes orgánicos fuera del interior 

celular. Los genes obtenidos por la caracterización e identificación molecular de esta posible 

bomba de expulsión, muestran una gran similitud con genes que codifican  para  proteínas 

que  se conocen están involucradas en un sistema de expulsión de drogas (por ejemplo 

resistencia a antibióticos), la cual es dependiente de una fuerza proto motriz (Kieboom y 

col., 1998). Otro mecanismo de defensa fue observado por Kobayashi y col. (2000), en 

Pseudomonas putida IH 2000. Se encontró que la membrana externa de esta cepa secreta 

vesículas compuestas principalmente de fosfolípidos y lipopolisacáridos (donde se adhiere el 

tolueno), cuando es crecida con altas concentraciones de este hidrocarburo.    

Respecto a los efectos del tolueno en humanos, los estudios indican que no es un compuesto 

carcinogénico (Dean, 1985). Aunque si muestra efectos nocivos sobre el sistema nervioso 

central. Se ha encontrado que la inhalación persistente del tolueno provoca daños a nivel del 

cerebelo y  tallo cerebral (Fornazzari y col., 2003). También se ha observado que el abuso 

crónico de solventes como el thinner, que contiene una gran cantidad de tolueno (hasta 85% 

v/v), causa severos deterioros en diversos sistemas del cuerpo humano, incluyendo el 

cardiovascular, respiratorio, renal, hepático y sistema inmune (Fornazzari y col., 2003). 
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1.1.4  Métodos de eliminación de tolueno 

Los métodos de eliminación de tolueno del agua los podemos dividir en dos grupos: 

fisicoquímicos y  biológicos.   

 1.1.4.1 Métodos fisicoquímicos  

Habitualmente el agua o suelos contaminados por BTEX son tratados por métodos 

convencionales. Muchos de estos tratamientos se basan en la inyección de  aire en las zonas 

contaminadas. Este tipo de sistemas simplemente transfiere el problema de un medio a otro, 

en lugar de convertir el contaminante en un producto inocuo. Otra alternativa de tratamiento 

es el uso de carbón activado. En este proceso el agua contaminada es pasada a través del 

carbón activado donde el contaminante es adsorbido y  posteriormente colectado. La 

efectividad de este proceso está relacionada con la magnitud del área superficial de carbón 

activado y las propiedades que muestra el contaminante tratado. Este tipo de tratamiento 

normalmente es usado para tratar bajas concentraciones de contaminantes (Christensen y 

Elton, 1996). 

1.1.4.2 Métodos biológicos  

A su vez los métodos biológicos los podemos dividir en aerobios y anóxicos.  

1.1.4.2.1 Métodos aerobios  

En las aguas industriales, donde se incluyen los efluentes residuales de refinería de petróleo, 

en general, se emplean sistemas de aireación, que permiten transferir el oxígeno  desde la 

fase gas a la fase líquida donde es usado por la biomasa para oxidar la materia orgánica. 

Estos procesos a menudo incluyen sistemas de separación agua/aceite y la adición de 

productos químicos como coagulantes y floculantes (Chin, 1994). Sin embargo, el empleo 

de procesos aireados puede traer algunos inconvenientes cuando en las aguas residuales se 

encuentra una considerable cantidad de compuestos orgánicos volátiles,  como es el caso de 

tolueno, puesto que en conjunción con la transferencia de oxígeno, los compuestos 

orgánicos volátiles pueden ser arrastrados desde la fase líquida a la atmósfera. Algunos 

estudios han mostrado que más del 30% de estos compuestos orgánicos pueden ser 

arrastrados, dependiendo del sistema de aireación empleado (Zytner y col., 1997). Las 

emisiones de estos compuestos  contribuyen a la contaminación del aire y al deterioro de la 

capa de ozono (Parker y col., 1996). Aunado a esto, el tratamiento de aguas residuales por 
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métodos aerobios puede resultar costoso,  debido principalmente al alto consumo de energía 

necesario para el suministro del oxígeno (Bischof y col., 1996). 

Por otra parte, han sido ampliamente estudiados los aspectos de ecología microbiana y los 

mecanismos bioquímicos que emplean los microorganismos para llevar a cabo la oxidación 

de tolueno en presencia de oxígeno (Haigler y col., 1992; Duetz y col., 1994; Rozkov  y col.,  

1998; León y col., 1999; Yerushalmi y col., 1999). Se ha observado que diversos 

microorganismos puede llevar a cabo la mineralización completa del tolueno hasta CO2. Los 

mecanismos bioquímicos, también han sido estudiados. Se ha encontrado que durante la 

oxidación aerobia de este compuesto, los microorganismos  emplean el oxígeno como 

reactante y como aceptor final de electrones. Durante este proceso, enzimas como las  

monooxigenasas y dioxigenasas incorporan uno o dos átomos de oxígeno en el  anillo 

aromático, haciéndolo susceptible para su posterior oxidación. Las principales reacciones 

catalizadas por la dioxigenasa incluyen el rompimiento del doble enlace aromático que 

puede estar localizado ya sea entre dos átomos de carbono hidroxilado (ruta orto), o bien, 

adyacente al átomo de carbono hidroxilado (ruta meta) (Wilson y Bouwer, 1997).  Al 

respecto, se han identificado cinco rutas de oxidación de tolueno, las cuales fueron 

compiladas  en el trabajo de Gulensoy y Alvarez (1999),  y  son  presentadas en la Figura 

1.1. La primera ruta fue hallada  en el plasmido TOL, en Pseudomonas putida PaW1 

(Williams y Murray, 1974), donde se observó que la oxidación del tolueno es iniciado por el 

ataque al grupo metil, lo que más tarde da lugar a la formación de catecol, el cual es 

posteriormente sometido a una ruptura meta. La segunda ruta identificada, en  Pseudomonas 

putida F1, usa dioxigenasas para adicionar dos átomos de oxígeno al anillo aromático (Spain 

y Gibson, 1988). En Pseudomonas cepacia G4  se encontró la tercera ruta, en donde la 

oxidación de tolueno es iniciada por una orto-monooxigenasa  para formar o-cresol (Shields 

y col., 1989). La cuarta ruta ocurre en Pseudomonas pickettii PK01, donde se encontró que 

usa una meta-monooxigenasa para producir m-cresol (Olsen y col., 1994). La quinta ruta fue 

encontrada en Pseudomonas  mendocina KR1, donde se observó que el tolueno es atacado 

por una para-monooxigenasa para generar p-cresol (Whited and Gibson, 1991). 

Posteriormente este compuesto es sometido a una ruptura orto.   
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Figura 1.1 Diversas rutas aerobias que emplean microorganismos del género 

Pseudomonas  para la oxidación de tolueno (Gulensoy y Alvarez, 1999). 
 
A pesar de la variedad de rutas de oxidación  de tolueno y de los microorganismos que la 

llevan a cabo, se ha observado que durante la oxidación aerobia de este compuesto y demás 

hidrocarburos monoaromáticos, se generan tres intermediarios comunes: el catecol, el 

protocatecuato y el gentisato, posteriormente estos compuestos, son transformados a  

intermediarios de algunas rutas oxidativas, por ejemplo  el ciclo del ácido cítrico o de la â-

oxidación, como son el fumarato, piruvato o acetato, entre otros. Finalmente, estos 

compuestos son asimilados por la célula u oxidados hasta CO2 (Parés y Juárez, 1997). 
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1.1.4.2.2 Métodos anóxicos 

Anteriormente se pensaba que la oxidación de los hidrocarburos monoaromáticos, 

incluyendo al tolueno, sólo era factible mediante condiciones aerobias. La mayoría de los 

estudios de laboratorio solían hacerse bajo estas condiciones. Los trabajos en campo 

también mantenían esta tendencia. Sin embargo, la baja solubilidad del oxígeno y los altos 

costos que puede implicar el aporte de éste en los sitios contaminados, ha llevado al estudio 

de  otras alternativas de eliminación. 

Trabajos realizados en los últimos años, muestran que una variedad de microorganismos son 

capaces de metabolizar diversos hidrocarburos bajo condiciones anóxicas. Estos 

microorganismos han desarrollado rutas alternas independientes del oxígeno, para la 

oxidación de estos compuestos. Así, se ha encontrado que estos microorganismos  pueden 

oxidar el tolueno bajo condiciones metanogénicas (Grbic-galic y Vogel, 1987; Edwards y 

Grbic-Galic, 1994), sulfatoreductoras (Beller y col., 1992; Edwards y col., 1992), 

hierroreductoras (Lovley y Lonergan, 1990; Lovley y col., 1994), y desnitrificantes 

(Biergert y Fuchs, 1995, Phelps y Young, 1999, Pelz y col., 2001). El tolueno es un 

compuesto reducido, los equivalentes reductores generados durante su oxidación  necesitan 

ser transferidos a un aceptor  de electrones con un potencial redox  más positivo que permita 

la conservación de energía para los microorganismos. En la Tabla 1.2, se muestran las 

Ecuaciones con la estequiometría y la energía libre generada cuando los microorganismos 

emplean aceptores de electrones distintos al oxígeno. 

Tabla 1.2 Estequiometría y energía libre generada por la oxidación de tolueno en                
procesos anóxicos (Heider y col., 1999). 
  

Proceso anóxico                                                                       ÄGº� = KJ/mol tolueno 

Metanogénesis:  

C7H8 + 7.5 H2O → 4.5  CH4  +  2.5  HCO3
- +  2.5 H+                               - 131   

Sulfatoreducción: 

C7H8 + 4.5 SO4 
2- + 3 H2O → 7 HCO3

- + 2.5 H+ + 4.5 HS-               - 205   

Hierroreducción: 

C7H8 + 94 Fe (OH)3 →7 FeCO3 +  29 Fe3O4  + 145 H2O                          - 3398   

Desnitrificación: 

C7H8+ 7.2 NO3
- + 0.2 H+ → 7 HCO3

- + 3.6 N2 + 0.6 H2O                         - 3554  
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Como se puede observar, la mineralización de tolueno en condiciones anóxicas resulta un 

proceso termodinámicamente factible. Las energías libres muestran un proceso exergónico, 

adecuado para las necesidades metabólicas de los microorganismos. Estos procesos pueden  

ser una alternativa para sitios contaminados deficientes en oxígeno.   

 

1.2 Eliminación de nitrógeno 

1.2.1 Ciclo del nitrógeno 

El nitrógeno está presente en la naturaleza en numerosos estados de oxidación, la 

interconversión entre estos estados es predominantemente biológica.  De manera general, el 

ciclo de este elemento (Figura 1.2), empieza con el proceso de fijación de nitrógeno 

molecular y es regresado a la atmósfera mediante la desnitrificación.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. 2 Ciclo del nitrógeno (Prescott y col., 1999). 
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industrialmente por el hombre para la producción de fertilizantes nitrogenados, mediante el 

denominado proceso de Haber (Dickson, 1980). El amoniaco, producto de la fijación del 

nitrógeno, es incorporado a la materia orgánica en forma de amina. La descomposición de la 

materia orgánica conduce a la formación de amonio por el proceso de amonificación. El 

amonio,  a su vez, puede retornar a formas orgánicas o puede ser oxidado por 

microorganismos aerobios para formar nitrato (nitrificación). El nitrógeno en forma de 

nitrato, puede ser asimilado por los microorganismos o ser reducido  mediante dos formas 

desasimilativas. Una vía ocurre mediante la reducción desasimilativa de nitrato a amonio y 

la otra, que es realizada por bacterias desnitrificantes, implica la reducción de nitrato hasta 

nitrógeno molecular,  cerrando de esta forma el ciclo (Prescott y col., 1999). 

Se puede observar  que mediante este ciclo, los microorganismos establecen el equilibrio de 

los distintos compuestos nitrogenados  presentes en el ambiente y  a su vez obtienen la 

energía necesaria para llevar a cabo sus necesidades metabólicas. Sin embargo, la alteración 

del ciclo puede provocar la acumulación de distintos intermediarios nitrogenados que traen 

como resultado, efectos nocivos para la salud y el medio ambiente. Al respecto, se estima 

que en los últimos 100 años, la actividad humana  ha duplicado la cantidad  de nitrógeno  

presente en el globo terrestre (Bremen, 2002). En consecuencia, el nitrógeno en sus distintas 

formas ha contribuido a la contaminación atmosférica,  de suelos y  de cuerpos de agua.    

   

1.2.2 Métodos fisicoquímicos para la eliminación de nitrógeno 

Los principales procesos fisicoquímicos usados para la eliminación de nitrógeno en aguas 

residuales son el arrastre con aire, el rompimiento por cloración y el intercambio selectivo 

de iones (Weston, 1984). Sin embargo, su uso es limitado por sus altos costos y por los 

problemas de manejo y operación que se pueden presentar, aunado a esto, sólo trasladan el 

contaminante de un lugar a otro. A continuación se describen brevemente, cada uno de estos 

procesos: 

1.2.2.1 Arrastre con aire: 

Mediante este proceso, el nitrógeno es removido por la volatilización del gas amoniaco. El 

sistema es simple pero tiene algunas desventajas, la eficiencia del proceso de remoción 

depende de valores altos de pH (10.5 a 11.5) y además resulta costoso por el manejo y 

operación que implica la inyección de aire (Metcalf y Eddy, 1991).  
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1.2.2.2 Rompimiento por cloración: 

Este proceso implica la adición de cloro a las aguas residuales para oxidar el nitrógeno 

disuelto en forma de amonio hasta nitrógeno molecular. Un problema que se puede presentar 

con este proceso es la alta concentración de cloro en las aguas residuales, que resulta tóxico 

para los organismos acuáticos (Weston, 1984).  

1.2.2.3 Intercambio de iones:  

 En este proceso se pueden emplear resinas sintéticas o naturales como la zeolita. Cuando 

los sitios de intercambio han sido reemplazados, la resina debe regenerarse por la adición de 

algunos productos químicos, por ejemplo el hidróxido de sodio. El intercambio iónico tiene 

una aplicación limitada debido principalmente a la vida media del intercambiador iónico y al 

complejo sistema de regeneración del mismo (Metcalf y Eddy, 1991).  

  

1.2.3 Métodos biológicos de eliminación de nitrógeno.  

Los sistemas biológicos de eliminación de nitrógeno de las aguas residuales involucran dos 

procesos: la nitrificación, donde se lleva a cabo la oxidación de amonio a nitrato por 

microorganismos aerobios y  la desnitrificación, realizada predominantemente por bacterias 

anóxicas que catalizan la reducción de nitrato hasta nitrógeno molecular.   

   

1.2.3.1 Nitrificación 

La nitrificación es un proceso importante ya que oxida el amonio de las aguas residuales, un 

producto tóxico para muchas especies acuáticas. Las bacterias que catalizan este proceso, 

son aerobias gramnegativas y están ampliamente distribuidas en agua y suelo, Estos 

microorganismos pertenecen a la familia de las Nitrobacteriáceas y están divididos en dos 

grupos: las amonio oxidantes, donde se encuentra los géneros Nitrosomonas, Nitrosospira, 

Nitrosococcus y Nitrosolobus y las nitrito oxidantes, donde se encuentran géneros como 

Nitrobacter, Nitrospira y Nitrococcus (Parés y Juárez, 1997).  

La nitrificación se realiza en dos etapas, las cuales se esquematizan en las siguientes 

Ecuaciones. En la primera etapa, las bacterias amonio oxidantes catalizan la oxidación de 

amonio a nitrito, generando hidroxilamina como un intermediario y; en la segunda etapa, el 

nitrito es oxidado a nitrato por la bacterias nitrito oxidantes (Poughon y col., 2001).  
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Primera etapa: 

NH3  +  O2  + 2 H+  +  2 e-  →    NH2OH  +  H2O                                                                

NH2OH  +  H2O  + 0.5  O2  →  NO2 
-  + 2 H2O + H+   

Segunda etapa: 

NO2
- +  0.5 O2  →  NO3

-    

En la primera fase, la oxidación de amoniaco requiere oxígeno molecular, en esta  participa 

una monooxigenasa unida a membrana que usa NADH como donador de electrones. El 

producto es la hidroxilamina y en esta etapa no se genera energía. La hidroxilamina es 

oxidada posteriormente a nitrito, por la enzima hidroxilamina oxido reductasa, en esta etapa 

se produce ATP mediante fosforilación del transporte de electrones a través del sistema de 

citocromos. En la segunda etapa, la enzima nitrito oxidasa cataliza la oxidación de nitrito a 

nitrato. Durante esta reacción, los electrones  son transportados hasta el oxígeno a través de 

los citocromos, generándose ATP en la fosforilación por transporte de electrones (Madigan 

y col., 1998). Se ha observado que estas enzimas y en general el proceso nitrificante, es 

afectado por factores como el pH, la relación amonio:amoniaco y las altas concentraciones 

de materia orgánica (Hanaki y col., 1990; Eilersen y col., 1994).  

 

1.2.3.2  Desnitrificación   

El nitrógeno fijado en la biosfera, es decir el nitrógeno orgánico, es regresado a la atmósfera  

en forma de nitrógeno molecular por las bacterias desnitrificantes. Esta última fase del ciclo, 

es importante en la eliminación de algunos intermediarios tóxicos. Entre estos 

intermediarios se encuentra el nitrato que es causante de metahemoglobinemia en infantes, 

nitrito que puede dar origen a nitrosaminas (compuestos cancerígenos), el óxido nítrico que 

es un radical muy reactivo con moléculas biológicas y el óxido nitroso, que es uno de los 

gases que contribuyen al efecto invernadero (Mateju y col., 1992; Wicht, 1996). 

1.2.3.2.1 Microbiología de la desnitrificación 

La mayoría de las bacterias desnitrificantes son microorganismos gramnegativos, 

predominantemente en forma de bacilo, aunque se pueden encontrar otros tipos 

morfológicos. Estos microorganismos están distribuidos en diversos grupos taxonómicos. 

Algunos de los géneros citados en la literatura, se muestran en la Tabla 1.3 (Payne, 1981). 
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Tabla 1.3 Algunos géneros que incluyen bacterias desnitrificantes 

Familia Género Característica 
Alcaligenaceae 

Rhizobiaceae 

Alcaligenaceae 

Bacillaceae   

Neisseriaceae     

Neisseriaceae     

Rhodobacteriaceae  

Propionibacteriaceae  

Pseudomonadaceae 

Bradyrhizobiaceae 

Rhizobiaceae 

Hydrogenophilaceae  

 

Achromobacter 

Agrobacterium 

Alcaligenes  

Bacillus 

Chromobacterium  

Neisseria  

Paracoccus 

Propionibacterium   

Pseudomonas 

Rhodopseudomonas 

Rhizobium   

Thiobacillus  

 

Bacilos, gramnegativos  

Bacilos, gramnegativos 

Bacilos, gramnegativos 

Bacillos, grampositivos 

Bacilos, gramnegativos 

Cocos, gramnegativos 

Cocos, gramnegativos 

Bacilos, grampositivos 

Bacilos, gramnegativos 

Bacilos, gramnegativo 

Bacilos, gramnegativos 

Bacilos, gramnegativos 

 
 

La desnitrificación es un proceso respiratorio donde la reducción de nitrato a nitrógeno 

molecular requiere de la presencia de una fuente de electrones. Algunas especies son 

fotosintéticas, como es el caso de Rhodopseudomonas sphaeroides, otras como Thiobacillus 

desnitrificans puede utilizar hidrógeno o compuestos reducidos de azufre como fuente de 

energía (litótrofos) y  muchas otras pueden utilizar diversas fuentes orgánicas (organótrofos 

o heterótrofos) (Parés y Juárez, 1997). Entre las fuentes orgánicas que pueden consumir,  se 

encuentra el glicerol (Akuna y col., 1993), glucosa (Cuervo-López y col., 1999), ácidos 

grasos volátiles (Rijn y col., 1996), etanol (Pérez, 1998), polyvinil alcohol (Watanabe y col., 

1995), e incluso compuestos  difíciles de oxidar como los derivados del petróleo (Spormanm 

y Widdel, 2000). En el caso de la desnitrificación heterotrófica, la reacción se representa con 

la siguiente Ecuación (Reyes, 2000).   

NO3
- + Materia orgánica  CO2  + N2  + H2O                                                                

En esta se puede distinguir un proceso que permite transformar de forma simultánea 

contaminantes carbonados y nitrogenados a productos inocuos como CO2 y N2.    
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1.2.3.2.2  Bioquímica de la desnitrificación 

La desnitrificación es un proceso secuencial: primero se reduce el nitrato a nitrito, 

posteriormente el nitrito se transforma a  óxido nítrico, éste se reduce a óxido nitroso y por 

último el óxido nitroso se reduce a nitrógeno molecular. Cada una de estas etapas son 

catalizadas por distintas enzimas (Zumft, 1997). Estas etapas, así como las enzimas  que 

intervienen en cada una de ellas, son esquematizadas en la Figura 1.3.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.3. Etapas de la desnitrificación y  enzimas involucradas en cada una de éstas. 

 

La primera reacción de la desnitrificación es la reducción de nitrato a nitrito por la  enzima  

nitrato reductasa (Nar). La reacción se representaría de la siguiente manera (Jetten y col., 

1997). 

NO3
-  +  UQH2      →     NO2

-   +  UQ  +  H2O                                                                    

En Pseudomonas denitrificans se han identificado dos tipos de nitrato reductasa, que 

emplean molibdeno como cofactor. Una enzima está unida a la membrana, usa ubiquinona 

como donador de electrones  y está constituida por tres subunidades (120, 60 y 20 kDa). La 

otra enzima, se encuentra en el periplasma, su donador de electrones es desconocido y 

consta de dos subunidades (94 y 19 kDa) (Bell y col., 1990). También se ha observado que 

la enzima unida a la membrana solo se expresa bajo condiciones anóxicas, mientras que la 

otra, puede ser sintetizada y activada en presencia de oxígeno (Siddiqui y col., 1993). 

Aunque se desconoce el mecanismo de acción de ambas enzimas, se piensa que la reducción 
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de nitrato a nitrito tiene lugar en el centro molibdeno, donde éste cambia de un estado redox 

de Mo (IV) a Mo (VI) (Jetten y col., 1997).   

La reducción de nitrito a óxido nítrico, está dada por la enzima nitrito reductasa (Nir). Su 

reducción se expresaría de la siguiente forma: 

 NO2
-  +  Cu1+ + 2H+   →  NO  +  H2O   +  Cu2+                                                                 

 NO2
- +  c2+  +  2H+  →   NO + H2O  + c

3+          

Se han identificado dos clases de nitrito reductasas, una contiene cobre (Nir-Cu)  y la otra 

contiene un citocromo hemo (Nir-cd1). La primera está constituida por un homotrímero, con 

subunidades de 36 kDa, y  dos átomos de cobre por monómero. La otra contiene un 

citocromo cd1, que consiste de un homodímero de 64 kDa por subunidad, donde cada 

monómero contiene un hemo c y un hemo d1. Las dos enzimas son funcional y 

fisiológicamente similares (Glockner y col., 1993). Aunque por razones desconocidas son 

mutuamente excluyentes.        

La tercera etapa, es catalizada por la enzima óxido nítrico reductasa (Nor) y consiste en la 

reducción del óxido nítrico al óxido nitroso: 

2NO  + 2c2  + 2H+ →    N2O + H2O  + 2 c3+                                                                                                         

En Paracoccus denitrificans, la  Nor  es una enzima unida a  la membrana,  que consiste de 

dos subunidades. Una subunidad (16 kDa), transporta un hemo c y la otra de 53 kDa, 

contiene un hemo b. Esta etapa es relativamente rápida, en estudios con Thiosphaera 

pantotropha, se observó que esta reacción fue diez veces más rápida que la reducción del 

óxido nitroso (Kroneck y col., 1992). La razón probablemente se debe a la toxicidad que 

presenta el óxido nítrico en las bacterias, así como en hongos, virus e incluso en las propias 

bacterias desnitrifcantes (Braun y Zumft, 1991).  

La última etapa del proceso respiratorio desnitrificante consiste en la reducción del óxido 

nitroso a nitrógeno molecular, catalizada por la óxido nitroso reductasa (Nos). Esta se 

esquematiza en la siguiente Ecuación: 

N2O  +  2 c2+ + 2H+  →   N2 + H2O + 2c3+                                                                          

Se ha encontrado que esta etapa  puede ser considerada como un proceso respiratorio por sí 

mismo, ya que muchas bacterias desnitrificantes son capaces de usar el óxido nitroso como 

único aceptor de electrones durante la oxidación de la materia orgánica (Zumft, 1997). 
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La Nos es una enzima perisplásmica que se ha purificado de diferentes microorganismos, sin 

embargo no se ha podido cristalizar. Uno de los problemas principales es que la enzima es 

lábil al oxígeno (Otte y col., 1996). La enzima purificada  es un homodímero de 

aproximadamente 70 kDa, cada subunidad contiene 4 átomos de cobre, los cuales están 

organizados en dos diferentes centros dinucleares, CuA y CuZ. El centro CuA, es el sitio de 

entrada de electrones, mientras que el centro CuZ, se piensa que es el sitio de reducción del 

óxido nitroso, aunque no existen experimentos directos que así lo sustenten (Jetten y col., 

1997).  

1.2.3.2.3 Factores que afectan la desnitrificación 

Como se puede observar, la respiración con nitrato es un proceso complejo realizado por 

una serie de enzimas que se encargan de catalizar cada una de las reacciones. Los 

mecanismos de acción son fuertemente regulados por la presencia de oxígeno y la 

concentración de sustrato. Otros factores ambientales que  también influyen en el desarrollo 

de un proceso desnitrificante eficaz, son: la relación C/N, la fuente de energía, el pH y la 

temperatura.  

El oxígeno tiene un efecto inhibitorio reversible para la mayoría de las enzimas 

desnitrificantes. Los estudios muestran que estas enzimas son inmediata o gradualmente 

inactivadas por la presencia de oxígeno, esto posiblemente debido a una competencia de 

electrones, más que una inactivación de la propia enzima. También se ha observado que las 

últimas enzimas de la secuencia desnitrificante son más sensibles que las primeras. Diversos 

trabajos mostraron que a bajas concentraciones de oxígeno se presenta una notable fracción 

molar de óxido nitroso (Knowles, 1982). Aunque estos resultados contrastan  con otros 

estudios realizados en Flexibacter canadensis, donde se observó que la enzima nitrito 

reductasa es más sensible al oxígeno que otras enzimas,  como la óxido nítrico y la óxido 

nitrosos reductasa (Knowles y Niven, 1994). Otros estudios realizados en Pseudomonas 

nautica mostraron que en presencia de oxígeno, la enzima nitrato reductasa (Nar) es menos 

sensible a la presencia de oxígeno que las enzimas nitrito reductasa y la óxido nitroso 

reductasa. Se encontró que la Nar fue completamente inhibida a concentraciones mayores 

que 4.05 mg O2/l, mientras que la Nir y las Nos fueron inhibidas a concentraciones de 2.15 y 

0.25 mg O2/l, respectivamente (Bonin y col., 1989).   
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Por otro lado, se ha observado que la expresión de las enzimas desnitrificantes está 

ampliamente influenciada por la presencia de los sustratos nitrogenados. Estudios en 

Pseudomonas aeruginosa mostraron que la expresión de la enzima nitrito reductasa estuvo 

en función de la concentración de nitrato. Estos autores encontraron bajos niveles de 

expresión de la enzima nitrito reductasa en ausencia de nitrato cuando fue sometida a 

condiciones aerobias y anaerobias. Sin embargo, altos niveles de producción de esta enzima  

fueron obtenidos en presencia de nitrato, aún bajo condiciones aerobias  (Zennaro y col., 

1993).  

Otro factor importante que puede orientar la desnitrificación hacia un proceso desasimilativo 

es la relación carbono/nitrógeno (C/N). Se ha observado que esta variable está relacionada 

con la acumulación de los compuestos involucrados en la desnitrificación, e incluso puede 

encausar hacia la desasimilación reductiva de nitrato a amonio (DNRA). En términos 

generales, el establecimiento experimental  del valor de la C/N, radica en su valor 

estequiométrico. Considerando lo anterior se pueden distinguir tres zonas: 1) C/N menor a la 

estequiométrica, que genera una desnitrificación incompleta; 2) C/N estequiométrica donde 

la desnitrificación es completa y 3) C/N mayor a la estequiméotrica que implica una 

desnitrificación completa y materia orgánica residual (Cuervo-López, 2003). Por citar un 

ejemplo, Akuna y col. (1994), empleando glucosa como fuente de carbono a distintos 

valores de C/N (1.3 y 5.6), muestran  que a medida que la relación C/N desciende, la 

generación de amonio decrece. En otro trabajo, presentado por Oh y Silverstein (1999), 

trabajando con reactores desnitrificantes de lote secuenciado, con acetato como fuente de 

carbono, se observó que a una relación C/N de 1:1, se presentó una acumulación de nitrito 

del 30%. En cambio cuando la relación C/N estuvo en 2:1 y 3:1, el nitrato fue consumido sin 

presentarse acumulación de nitrito. Sin embargo, en la última relación mencionada se 

observa una notable concentración de acetato no consumido. Respecto a la desasimilación 

reductiva de nitrato a amonio, Akuna y col. (1993), encontraron que ésta fue beneficiada  

cuando en el proceso desnitrificante se empleó glucosa y glicerol como fuentes de carbono, 

mientras que con ácido acético, ácido láctico y metanol, predominó la desnitrificación.     

La fuente de electrones también parece influir en la acumulación de algunos intermediarios 

nitrogenados como el nitrito, debido a cierta competencia  que parece existir entre las 

enzimas nitrato y nitrito reductasas  por la fuente de energía. Estudios realizados por Rijn y 
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col. (1996), con Pseudomonas stutzeri, mostraron mayor acumulación de nitrito cuando se 

empleó acetato como fuente de energía, que cuando se usó butirato. Ellos también 

observaron que el butirato fue consumido más lentamente que el acetato, por lo que arguyen 

que en presencia de nitrato y nitrito, los electrones del acetato fluyen preferentemente hacia 

la nitrato reductasa, mientras que los electrones generados por el butirato reducen más 

rápidamente la nitrito reductasa que la nitrato reductasa. 

Otro parámetro importante en la desnitrificación es el pH, se ha observado que esta variable 

puede afectar la velocidad de reacción de las enzimas desnitrificantes. Al respecto, Thomsen 

y col. (1994), en estudios en lote con Paracoccus denitrificans señalan diferencias muy 

marcadas entre  valores de pH ácidos y básicos.  Ellos encontraron que a un pH de 5.5, la 

velocidad de reacción de las enzimas desnitrificantes se vuelve lenta, observando una 

acumulación transitoria de intermediarios como el nitrito y el óxido nitroso. Sin embargo, a 

un pH de 8.5, la presencia de tales intermediarios no fue pronunciada, encontrándose 

nitrógeno molecular inmediatamente después que el nitrato empezó a consumirse. Por su 

parte Pérez (1998), trabajando con reactores continuos desnitrificantes (alimentados con 

acetato, lactato y etanol), encontró que a valores de pH  entre 6 y 9, se lograron rendimientos 

desnitrificantes de 0.95, sin observar intermediarios nitrogenados. Sin embargo, a pH 5, la 

desnitrificación se inhibió. 

Respecto a la temperatura, se han observado  las velocidades de desnitrificación muy bajas y 

constantes a 5º C, mientras que a 20º C las velocidades son constantes y mayores. Las 

temperaturas recomendables para mantener  velocidades desnitrificantes adecuadas, oscilan 

entre 20 y 35º C (Cuervo-López, 2003). 
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JUSTIFICACIÓN 

 

La contaminación del agua en los sistemas de almacenamiento, así como en las fuentes de 

abastecimiento subterráneas y superficiales, es un hecho que ocurre con relativa frecuencia. 

La contaminación del agua produce un cambio en sus características organolépticas que 

induce al rechazo de los consumidores y su ingestión representa un riesgo para la salud. 

Asimismo, el ecosistema puede sufrir alteraciones debidas al impacto negativo de los 

contaminantes sobre sus diferentes componentes. Uno de los contaminantes importantes  son 

los hidrocarburos del petróleo, donde se encuentran los BTEX, compuestos considerados 

como prioritarios por Agencia de Protección al Medio Ambiente de los Estados Unidos. 

Estos compuestos tienen efectos negativos en los cuerpos de agua y en humanos pueden 

provocar diversos daños que van desde alteraciones al sistema nerviosos central, como es el 

caso del tolueno hasta el cáncer donde se ha vinculado al benceno. La contaminación por 

estos compuestos es provocada básicamente por derrames petroleros o por fugas en los 

tanques donde se almacenan productos derivados de este, como la gasolina o el diesel.  

Otro de los contaminantes importantes es el nitrógeno, este se puede presentar en el agua 

formando diversos compuestos, que de igual forma actúan de forma negativa a nivel 

ambiental o en el ser humano. Por ejemplo, el nitrato es uno de los contribuyentes a la 

eutroficación de cuerpos de agua, también puede provocar metahemoglobinemia en infantes. 

El nitrito puede dar origen a compuestos carcinogénicos como las nitrosaminas, el óxido 

nítrico  un radical muy reactivo con moléculas biológicas y el óxido nitroso que es uno de 

los gases que contribuyen al efecto invernadero. 

Una opción viable para el tratamiento de las aguas contaminadas por BTEX, en nuestro caso 

particular  por tolueno y compuestos nitrogenados es la desnitrificación biológica, donde es 

posible la eliminación simultánea de carbono y nitrógeno. Al respecto, se han realizado 

diversos estudios sobre la eliminación de tolueno por desnitrificación,  con el objeto de 

ampliar el conocimiento de este proceso. Cabe mencionar que la mayoría de los estudios se 

venían realizando en sistemas aerobios, sin embargo en los últimos años los procesos 

anóxicos han tomado especial interés. Por otro lado, gran parte de los estudios en sistemas 

anóxicos se han realizado en cultivos en lote y en sistemas continuos los estudios son 

escasos.  
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Basados en lo anterior, el presente trabajo pretende contribuir al conocimiento de la 

eliminación del tolueno por  un consorcio desnitrificante en un cultivo en continuo.    
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3. OBJETIVOS 

 

 

General: 

 

Evaluar y entender el efecto del tolueno sobre el proceso respiratorio de un consorcio 

desnitrificante en un reactor en continuo 

 

Específicos: 

 

Alcanzar un estado fisiológicamente estable de un consorcio desnitrificante en un reactor 

UASB alimentado en continuo con acetato y nitrato como fuente de carbono y nitrógeno, 

respectivamente. 

 

Establecer un estado fisiológicamente estable de un consorcio desnitrificante de un reactor 

UASB alimentado en continuo con tolueno y acetato  como fuentes de carbono 

 

Evaluar el efecto del aumento gradual de las velocidades de carga de tolueno sobre el 

proceso  respiratorio  de un consorcio desnitrificante. 
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4. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

4.1 MATERIALES 

 

4.1.1 Diseño y operación del reactor UASB. 

Los experimentos se llevaron a cabo en un reactor  anaerobio de lecho de lodos con flujo 

ascendente (UASB: Upflow Anaerobic Sludge Blanket),  operado en continuos. El reactor 

UASB fue construido de vidrio y presentó  las siguientes características: 50 cm de largo y 

6.6 cm de diámetro interno. La parte superior del reactor tiene un estrechamiento con la 

finalidad de dirigir las burbujas del gas generado a la campana separadora de líquido-gas-

biomasa (Figura 4.1).  

El reactor fue mantenido a una temperatura de 30º C mediante un calentador Termo Haake 

(mod. B3) que conduce agua a temperatura constante hasta  la chaqueta del reactor. El flujo 

a tratar en el reactor fue adicionado por una bomba Masterflex con velocidad fija de 2 rpm 

(Cole parmer, mod. 7543-02). La bomba fue controlada por un temporizador, para mantener 

un tiempo de residencia hidráulico (TRH) de 2 días. El reactor fue operado sin control de 

pH. Como se observa en la Figura 4.1, el recipiente de alimentación con la fuente de 

carbono( acetato y tolueno) fue mantenido a una temperatura de 5 ± 2º C mediante un 

refrigerante, con el fin de evitar la pérdida del compuesto por volatilización. Para la 

medición del biogas, la campana separadora líquido-gas-biomasa del reactor, estaba 

conectada a una columna de vidrio invertida con una solución saturada de cloruro de sodio  

a pH 3, para evitar que el CO2  producido se disolviera en el líquido.  
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Figura 4.1  Esquema del reactor desnitrificante UASB 
 
 

4.1.2 Inóculo 

Como inóculo se utilizaron lodos anaerobios provenientes del reactor UASB de la planta de  

tratamiento de aguas residuales de la Universidad Autónoma Metropolitana. Las 

características de éstos son presentadas en la Tabla 4.1. Antes de inocular, los lodos se 

lavaron con una solución isotónica de cloruro de sodio (8.5 g/l). Los experimentos se 

iniciaron con una concentración de sólidos suspendidos volátiles de 4.5 g/l. 

Tabla 4.1 Concentración de lodos de la planta de tratamiento de aguas residuales 
 
Sólidos suspendidos (SS)                      g/l 
Volátiles (SSV)                                     15.22 
Fijos (SSF)                                            20.30  
Totales (SST)                                        35.50 
 

Fuente de
nitrógeno

Fuente de 
carbono:
acetato y 
tolueno

Refrigerante
5 ± 2  ºC

Cama de lodos

Efluente

Campana de 
captura de gas

Columna con
Solución salina

Fuente de
nitrógeno

Fuente de 
carbono:
acetato y 
tolueno

Refrigerante
5 ± 2  ºC

Cama de lodos

Efluente

Campana de 
captura de gas

Columna con
Solución salina
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4.1.3 Medio de cultivo 
 
Se utilizó un medio de cultivo heterotrófico que fue preparado en dos soluciones (solución 1 

y 2) por separado, con el fin de evitar contaminación, así como la precipitación de algún 

compuesto. En la solución 1, se disolvió la fuente de carbono y electrones (acetato y 

tolueno, según el caso), y en la solución 2, la fuente de nitrógeno (NaNO3). La composición 

completa de las soluciones se muestra en la Tabla 4. 2.  

Tabla 4.2 Composición química del medio de cultivo 
 
Solución 1                       (g/l) Solución 2                     (g/l) 
KH2PO4                           3.0 
CaCl2 2(H2O)                   0.6 
NaMoO4                          0.06 
MgSO4                             0.6 
Fuente de carbono 
y electrones 

FeCl3                             0.1 
CuSO4 5(H2O)              0.06 
Fuente de nitrógeno 

 
 

4.2 Cultivo 

El desarrollo experimental del trabajo fue planteado en dos etapas. La primera etapa 

consistió en el arranque del reactor UASB y estabilización de los lodos desnitrificantes hasta 

alcanzar y mantener el estado estacionario (EE). Para lograr lo anterior, el reactor fue 

alimentado con acetato de sodio empleado como fuente de carbono y energía a una 

velocidad de carga  carbonada de 250 mg C-acetato/l.d, y una velocidad de carga 

nitrogenada de 178 mg N-NO3
-/l.d. Estas velocidades fueron establecidas con la finalidad de 

mantener una relación carbono/nitrógeno (C/N) cercana a la estequiométrica (1.4).  

Una vez alcanzado el EE en el reactor desnitrificante, se procedió a realizar la segunda 

etapa,  que consistió en la alimentación de tolueno a diferentes velocidades de carga 25, 50, 

75, 100 y 125 mg C-tolueno/l.d, sustituyendo de forma gradual (10% de la velocidad de 

carga de carbono inicial) la velocidad de carga de acetato y manteniendo  a la vez constante 

la relación C/N de 1.4. En  la Tabla  4.3,  se ilustran estas etapas. 
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Tabla 4.3 Velocidades de carga de carbono ensayadas durante la fase experimental 
 
Etapas de   
experimentación 

              Velocidad de carga de carbono (mg/l.d) 

 
 
Primera 
 
Segunda                   

C-acetato                          C-tolueno                    C-total 
 
250                                       0                                 250 
 
225                                      25                              250 
200                                      50                              250 
175                                      75                              250 
150                                      100                            250 
125                                      125                            250   

 
 

4.3 Métodos analíticos 

 

4.3.1 Compuestos nitrogenados 

4.3.1.1 Medición de nitrato (NO-
3) y  nitrito (NO-

2) 

La detección y cuantificación de nitrato y nitrito se realizó por electroforesis capilar (Li, 

1993; Wang y col., 1995; Gómez y col., 1996). El método se basa en la migración 

electroforética de iones al aplicar un voltaje a través de un capilar, provocando una 

migración diferencial de los componentes de la muestra cargada eléctricamente hacia el 

electrodo respectivo. Dependiendo de la polaridad de la energía suministrada y la 

composición del electrolito, el analito pasa a través  del detector. El equipo utilizado fue un 

analizador capilar de iones (CIA 4000, Waters) que consta de un capilar hecho a base de 

sílice fundida de 60 cm de largo y 75 µm  de diámetro interno, con un suministro de 

corriente de 35 µA y un voltaje de 20 KV. Los tiempos de toma de muestra y de corrida 

fueron de 4 segundos y  4 minutos respectivamente. Se utilizó un tiempo de 2 minutos de 

purga  entre muestra y muestra para reemplazar el electrolito del capilar por electrolito 

nuevo. La absorbancia fue medida con una lámpara de luz ultravioleta a una longitud de 

onda de 214 nm. El análisis electroforético fue realizado a 25º C. 

Solución de electrolito: El electrolito empleado para la generación de un campo eléctrico fue 

sulfato de sodio, el cual se prepara de la siguiente forma: A 10 ml de una solución de 
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Na2SO4 0.1 M, adicionar 3 ml de la solución OFM anion-BT(Waters), mezclar y aforar a 

100 ml con agua desionizada. 

Para comprobar la respuesta del equipo, se analizaron diferentes concentraciones de nitrato 

y nitrito. De los datos obtenidos se construyó una curva de calibración con valores del área 

bajo la curva  contra la concentración de nitrato y nitrito, encontrándose que la respuesta del 

método es lineal. En la Figura 4.2, se muestra una de las curvas para valores medios de 

diferentes concentraciones de nitrato. También se ilustra el valor medio y la desviación 

estándar  para la pendiente y la ordenada al origen al realizar por lo menos 3 repeticiones. La 

curva estándar para nitrito no se muestra, sin embargo su tendencia fue similar a la del 

nitrato.  
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Figura 4.2. Curva de calibración para la determinación de nitrato (n = 3, m = 252 ± 0.2, 
b = 270 ± 28, R

2 = 0.9953). 
 
Para el análisis de las muestras, en un vial Eppendorf se depositaron 0.5 ml  de muestra 

(influente y efluente) previamente filtrada por una membrana de nylon de 13 mm de 

diámetro y tamaño de poro de 0.45 µm. Cada cuatro muestras se midió una solución de 

concentración conocida para determinar el estado de calibración del equipo, que a su vez 
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sirve como estándar de referencia para determinar la concentración en la muestras. Las 

muestras se analizaron por duplicado.  

 
 

4.3.1.2 Medición de nitrógeno molecular  (N2) y óxido nitroso (N2O) 

La cuantificación de nitrógeno molecular y óxido nitroso presentes en  el gas generado, se 

realizó por cromatografía de gases. Para el análisis se empleó un cromatógrafo de gases 

Varian 3350 con un detector de conductividad térmica (TCD) (Schomburg, 1990). La 

columna fue de acero inoxidable de 1.20 m de largo y 1/8�� de diámetro, empacada con 

porapak Q  de malla 80-100. Como gas acarreador se utilizó helio a un flujo de 16 ml/min. 

La temperatura del detector fue de 110º C, del inyector de 100º C, del filamento de 133º C  y 

de la columna de 35º C.  

La muestra del gas producido en el reactor se obtuvo en la parte superior de la columna 

colectora de gas, mediante una jeringa  de 1 ml. El  volumen de inyección fue de 0.1 ml. El 

volumen de gas generado se calculó considerando la presión atmosférica de la ciudad de 

México (0.8 atm) y la temperatura del sistema (30º C). Se calculó la producción volumétrica 

de N2, el número de moles (mol N2/l.d)  y por último se convirtieron  a unidades de 

velocidad de carga (mg N2/l.d).   

Los valores de velocidad de carga de estos gases fueron calculados de acuerdo a condiciones 

estándar, esto es, a 1 atm, 273º K y 22.4 l/mol. El volumen estándar  de gas se calculó 

considerando que la presión de la Ciudad de México es de 0.8 atm. De acuerdo a lo anterior 

se tiene  la siguiente ecuación: 

V2 = P2 T1 V1/P1 T2 

Donde: V2, volumen estándar; P1, 1 atm; T1, 273º K; V1, volumen experimental; P2, 0.8 

ATM y T2, 303º K (30º C temperatura experimental) 

Obtenido el volumen estándar, se determinó la concentración molar, para finalmente 

calcular la velocidad de carga. 
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4.3.2 Compuestos carbonados 

4.3.2.1 Medición de carbono total y  orgánico  

La cuantificación de carbono orgánico e inorgánico se realizó por un  analizador de carbono 

orgánico total modelo TOC- 5000  (Shimadzu). El equipo analiza  por separado el carbono 

total y el inorgánico. El sistema cuenta con un inyector que toma la muestra y la envía por 

medio de una corriente de aire de alta pureza, a un tubo de combustión que tiene una 

temperatura de 680º C. En el tubo de combustión el carbono es oxidado a CO2 y 

transportado a un vaso de reacción de carbono inorgánico. Posteriormente es secado y 

enfriado por medio de un deshumificador, para finalmente pasar a un celda con un 

analizador de infrarrojo de gas, donde el CO2 es detectado. El CO2 cuantificado genera 

como  señal un pico, cuya área es calculada por un procesador de datos. El área obtenida es 

proporcional a la concentración de carbono en la muestra y  es calculada con base a una 

curva de calibración previamente elaborada.  

Para cuantificar el carbono orgánico, la muestra es acidificada antes de su inyección  al 

equipo y posteriormente sometida a burbujeo con el gas acarreador, donde los compuestos 

de carbono inorgánico, como el carbonato y  el bicarbonato se eliminan en forma de CO2. 

Por último la muestra es analizada de forma similar al proceso antes mencionado.  Para 

medir el carbono, se usaron 10 ml de muestra, la cual fue centrifugada y  posteriormente 

filtrada con una membrana de nylon de 45 µm de tamaño de poro. Las muestras se analizan 

por duplicado. Sin embargo si el coeficiente de variación es mayor al 2%, el equipo realiza 

de forma automática una tercera medición y toma en consideración las dos más cercanas. En 

la Figura 4.3, se muestra la curva de calibración para valores promedio de diferentes 

concentraciones de carbono total, preparada a partir de una solución patrón de biftalato 

hidrógeno de potasio. 
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Figura 4.3 Curva de calibración para la determinación de carbono total  (n = 3, m = 68 
± 0.23, b = 275 ± 35, R

2 = 0.999). 
 
 
4.3.2.2 Medición de acetato 

El acetato se cuantificó  mediante un cromatógrafo de gases Varian Star 3400, con detector 

de ionización de flama (FID). Se utilizó una columna AT1000 de 10 m x 0.053 mm de 

diámetro y una película de 1.2 µm. La temperatura del horno fue de 120º C, del inyector 

130º C y del detector 150º C. El gas acarreador fue nitrógeno a un flujo de 4.5 ml/min. Para 

la medición de acetato, se utilizaron 0.95 ml de muestra previamente filtrada con una 

membrana de nylon de 0.45 µm de tamaño de poro, a la cual se le adicionó 0.05 ml de HCl 

al  50% con el fin de acidificarla y tener el ácido acético sin disociar. La curva de 

calibración para diferentes concentraciones de ácido acético se muestra en la Figura 4.4, 

donde se observa un comportamiento lineal a las concentraciones utilizadas.     
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Figura 4.4 Curva de calibración para la cuantificación de acetato (n = 3, m = 453 ±  2.2, 

b = 4378 ± 290, R
2 = 0.998).  

 
 
4.3.2.3 Medición de bióxido de carbono (CO2) y metano (CH4) 

El bióxido de carbono (CO2) y el metano (CH4) se midieron por cromatografía de gases 

(detector de conductividad térmica) y se determinaron en la misma corrida junto con el 

nitrógeno  (N2) y el óxido nitroso (N2O). Los cálculos de velocidad de carga de estos gases, 

se hicieron de acuerdo a las mismas consideraciones hechas para cuantificar la  velocidad de 

carga de N2 y N2O (ver sección 3.3.1.2).  

4.3.2.4 Medición de tolueno 

El tolueno en la fase líquida y gaseosa se determinó por cromatografía de gases, usando un 

cromatógrafo Varian Star modelo 3400 con detector de ionización de flama (FID). El equipo 

cuenta con una columna capilar de 30 m de longitud x 0.53 mm de diámetro interno con una 

fase estacionaria carbowax/BTR (Quadrex, Woordbrige, USA). La temperatura de la 

columna fue de 60º C, del detector de 235º C y del inyector de 250º C. El gas acarreador fue 

nitrógeno a un flujo de 4 ml/min.   

Para la medición de tolueno en la fase líquida, las muestras se filtraron con una membrana  

de nylon de 45 µm de tamaño de poro. Posteriormente se inyectó un volumen de 0.2 µl en el 
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cromatógrafo de gases. La medición de tolueno en la fase gas, se determinó tomando una 

muestra de gas en el espacio de cabeza del recipiente del influente y del efluente, así como 

en el espacio de cabeza del reactor y en la columna colectora de gases.   

En la Figura 4.5, se muestra una curva estándar a diferentes concentraciones de tolueno en la 

fase líquida. Se observa un comportamiento lineal hasta una concentración de 500 mg/l de 

tolueno. 

0

500000

1000000

1500000

2000000

2500000

3000000

0 100 200 300 400 500 600

Tolueno (mg/l)

Á
re

a

valor experimental 
-  valor ajustado

 

Figura 4.5 Curva de calibración para la determinación de tolueno en la fase líquida 
(n = 3, m = 5676 ± 10 b = 20944 ± 2504, R 2 = 0.99). 
 
 

4.3.2.5 Medición de los sólidos suspendidos  

La  medición  de los sólidos suspendidos se realizó siguiendo el método estándar establecido 

por APHA (1985). Para la determinación de los sólidos suspendidos totales, la muestra es 

secada y evaporada  a 110º C durante una hora. Posteriormente, para cuantificar los sólidos 

suspendidos fijos, la muestra es calcinada durante una hora a 550º C. La cantidad de sólidos 

suspendidos volátiles presentes en la muestra es obtenida por diferencia entre los sólidos 

suspendidos totales y los sólidos suspendidos fijos y es considerada como la biomasa 

presente en el lodo.   

La concentración de sólidos suspendidos totales (g SST/l) se calcula de la siguiente manera: 
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g SST/l = (B- A)/V 

Donde A = peso de crisol (g); B = peso de crisol + muestra (g) a 110º C; V = volumen de la 

muestra (l). 

Para los sólidos suspendidos fijos (g SSF/l), la fórmula es la siguiente: 

g SSF/l = (C-A)/V 

Donde: A = peso de crisol (g); C = peso de crisol + muestra sometida a 550º C; volumen de 

la muestra (l). 

Por  último, los sólidos suspendidos volátiles (g SSV/l) son obtenidos por diferencia: 

g SSV/l = SST-SSF 
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5. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

5.1  Desnitrificación heterótrofa con acetato 

Los estudios muestran que los microorganismos desnitrificantes pueden consumir sustratos 

orgánicos muy variados, que van desde fácilmente oxidables como el acetato, hasta 

compuestos más complejos como los hidrocarburos del petróleo. Muchos de los trabajos 

sólo se avocaban a observar la desaparición de los compuestos, ya sea nitrogenados o 

carbonados. Sin embargo, recientes estudios han puesto interés en observar el efecto que 

ejerce la fuente de energía sobre la ruta secuencial de las enzimas desnitrificantes (Wilderer 

y col., 1987). En algunos estudios, se ha reportado la acumulación de algunos 

intermediarios, principalmente de nitrito por la competencia que parece haber entre las 

enzimas nitrato y nitrito reductasas por los diferentes donadores de electrones (Glass y 

Silverstein, 1998). También se ha puesto en evidencia la influencia de otros factores, como 

es el caso del pH y la relación C/N. El pH adecuado para las enzimas desnitrificantes parece 

oscilar entre 6 y 9 (Pérez, 1998). Respecto a la C/N, se ha observado que ésta, influye en la 

eficacia del proceso. Así, una relación C/N muy baja, respecto a la estequiométrica (o bien, 

con un exceso de nitrato), puede ocasionar la acumulación de compuestos nitrogenados por 

presentarse una deficiencia en la fuente de electrones, mientras que una relación C/N alta, 

puede generar la acumulación de compuestos orgánicos, una alta generación de biomasa 

indeseable cuando se trabaja con reactores continuos, o bien la reducción del nitrato a 

amonio (Akuna y col., 1993; Oh y Silverstein, 1999).   

En el presente trabajo, para establecer el estado estacionario (EE) y obtener así un consorcio 

desnitrificante fisiológicamenrte estable, se usó un reactor UASB de 1.4 l, operado a una 

temperatura de 30º C y sin control del pH. Como fuente de carbono se empleó acetato de 

sodio a una velocidad de carga de 250 mg C/l.d y como fuente de nitrógeno se utilizó nitrato 

de sodio a una velocidad de carga  de 178 mg N/l.d, dando una relación C/N de 1.4.  

 

5.1.1 Perfil de los compuestos carbonados  

En la Figura 5.1.1, se muestra el comportamiento de los compuestos carbonados durante la 

desnitrificación. En esta etapa la velocidad de carga del C-acetato fue de 247.2 ± 18.7 mg 

C/l.d, mientras que la velocidad de carga de C-acetato encontrada en el efluente se  mantuvo 
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alrededor de 3.38 ± 1.6 mg C/l.d, alcanzando una eficiencia  de consumo de carbono (ECC, 

mg C consumido/ mg C alimentado) de 98.6% ± 0.68.   
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Figura 5.1.1 Perfil del carbono en un reactor desnitrificante UASB (TRH 2d.; T = 30º 
C)  C- acetato (entrada),  ■  C- acetato (salida), □  C- bicarbonato (salida).      
 
Respecto a los rendimientos de carbono YHCO3

. (mg C-HCO3
- formado/mg C-acetato 

consumido), los datos muestran rendimientos de 0.98 ± 0.06. Estos resultados indican que el 

acetato fue transformado casi en su totalidad a bicarbonato (HCO3
-), compuesto detectado 

en el efluente como resultado de la mineralización del acetato, tal como lo muestra la 

estequiometría de la reacción, la cual es presentada en las  Ecuaciones 5.1 y 5.2.  Se observa 

que cuando se utiliza acetato como fuente de energía, la relación C/N para reducir nitrato 

hasta nitrógeno molecular es de 1.07, si se excluye la formación de biomasa. Pero si se 

considera la formación de ésta, la relación C/N aumenta hasta 1.4, como lo indica la 

Ecuación 5.2 (Mateju y col., 1992). 

5 CH3COOH + 8 NO -3 → 8 HCO
-
3  +  2 CO2  +  6 H2O +  4 N2                    (Ecuación 5.1) 

 

          (Ecuación 5.2)   

0.819 CH3COOH + NO -3 → 0.068 C5H7N02 + HCO-
3 + 0.3 CO2 + 0.902 H2O + 0.466 N2   
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Es conveniente mencionar que se cuantificó HCO3
- debido que el pH del efluente, se 

mantuvo por arriba de 8.3 ± 0.4. A este valor de pH, el equilibrio químico del CO2 se 

encuentra preferentemente en forma de bicarbonato.  

La concentración inicial de biomasa en el reactor fue de 3.54 g/l  y  después de 23 días 

terminó en 3.26 g/l (Figura 5.1.2). Como se puede observar, esta concentración permaneció 

prácticamente constante. Por otro lado, el lodo del reactor fue compacto y mostró excelente 

sedimentabilidad  por  lo que es posible decir que la pérdida de sólidos suspendidos volátiles 

no fue significativa. Este resultado junto con los valores de HCO3
-, indican que el consumo 

de nitrato y acetato se realizó mediante un proceso netamente desasimilativo.  

   

0

1

2

3

4

0 5 10 15 20 25

 Tiempo (días)

S
S

V
 (

g
/l

)

 
Figura 5.1.2 Concentración de sólidos suspendidos volátiles  (SSV)  en el rector  
desnitrificante UASB (TRH 2d.; T = 30º C).  
 
5.1.2 Perfil de los compuestos nitrogenados  

En la Figura 5.1.3, se muestra el comportamiento de los compuestos nitrogenados. La 

velocidad de entrada  promedio de nitrógeno de nitrato en el reactor fue de 175.6 ± 8.7 mg 

N-NO-
3/l.d, valor muy cercano al calculado que fue de 178. La carga residual de nitrógeno 

en forma de nitrato encontrada fue de 2.7 ± 3.1 mg N/l.d, (la registrada para nitrito se 

mantuvo en 4.4 ± 5.3), por lo que el proceso alcanzó una eficiencia de consumo de 

nitrógeno (ECN, mg N consumido/ mg N alimentado) de 95.8% ± 4.25. Como se muestra en 

la Figura 5.1.3, el principal producto nitrogenado fue el nitrógeno molecular, que alcanzó 
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velocidades de producción de 166 ± 18.2 mg N2/l.d. Esto indica que prácticamente todo el 

nitrato consumido fue transformado a este producto y se comprueba  con los rendimientos 

desnitrificantes obtenidos (YD, mg N2 producido/ mg N-NO-
3 consumido), que son 

mostrados en la Figura 5.1.4, los cuales se mantuvieron siempre alrededor de 0.98. El 

rendimiento desnitrificante correlaciona estrechamente con la oxidación del acetato, con lo 

cual se evidencia una vez más que el proceso fue desasimilativo. Este comportamiento 

podría ser explicado en términos  de la  relación  C/N cercana a la estequiómetrica manejada 

en estos ensayos.   
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Figura 5.1.3 Perfil  de los compuestos nitrogenados en el reactor desnitrificante UASB 
(TRH = 2 d.; T = 30º C)  N-NO3

- (entrada), ■ N-NO2
- (salida), ▲ N-NO3

- 
(salida),  □  N2 producido. 
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Figura 5.1.4  Rendimiento desnitrificante en un reactor UASB (TRH = 2 d.; T= 30º C). 
 
 

5.1.3 Discusión 

Las eficiencias de consumo de carbono (98%) y  nitrógeno (96%)  obtenidos en estos 

ensayos muestran  que el consorcio desnitrificante operó eficazmente durante el estado 

estacionario. Asimismo, los rendimientos obtenidos (YD y YHCO3
.) indican que el proceso fue 

desasimilativo. Por otro lado, puede decirse que el consumo de acetato no estuvo sometido a  

problemas de transporte y que la velocidad de carga de acetato utilizada, no alteró la 

estructura membranal  de los microorganismos.  

Los resultados encontrados en estos experimentos, muestran la importancia de establecer 

una relación C/N debidamente balanceada. En estos ensayos se observó que la relación C/N 

de 1.4, orientó el metabolismo hacia un proceso desnitrificante desasimilativo, sin la 

acumulación de intermediarios  carbonados o nitrogenados. Al respecto, Oh y Silverstein 

(1999), empleando acetato como fuente de carbono en condiciones desnitrificantes en un 

reactor de lote secuenciado (SBR), encontraron que a una relación C/N de 1:1, se presentó 

una acumulación de nitrito del 30%. En cambio cuando la relación C/N estuvo en 2:1 y 3:1, 

el nitrato fue consumido sin presentarse acumulación de nitrito. Sin embargo, en la última 

relación mencionada se observó una notable acumulación  de acetato no consumido a la 
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salida del reactor. En otro trabajo, Rijn y col., (1996) observaron la acumulación de nitrito 

en un cultivo con Pseudomonas  sutzeri cuando el acetato fue usado como donador de 

electrones durante la desnitrificación, pero no cuando utilizaron butirato. También 

encontraron que el butirato fue consumido más lentamente que el acetato. Los autores 

arguyen que la acumulación de nitrito se debió a una deficiencia de electrones y que la 

mayor velocidad de consumo de acetato fue ocasionada porque en presencia de nitrito y 

nitrato, los electrones generados por acetato fluyen preferentemente hacia la nitrato 

reductasa, mientras que los electrones del butirato reducen más rápidamente la nitrito que la 

nitrato reductasa.  Por otra parte, Blaszczyk (1993), observó acumulación de nitrito en 

Paracoccus denitrificans  cuando fue crecido en medio mínimo con metanol, acetato y 

etanol como fuente de carbono y energía. Sin embargo, tal acumulación no se presentó 

cuando el medio mínimo junto con la fuente de carbono fue suplementado con extracto de 

levadura y vitaminas. El trabajo reportado por este autor, sugiere la importancia de 

establecer un medio de cultivo químicamente bien balanceado que cumpla con los 

requerimientos necesarios para la actividad de la enzimas desnitrificantes. En los estudios 

publicados por Blaszczyk (1993), el medio mínimo muy probablemente careció de una 

adecuada concentración de cofactores  como molibdeno y cobre, tal como lo mostró la 

composición del medio inicialmente utilizado. Se ha observado que estos cofactores son 

utilizados para las actividades enzimáticas de la nitrato y nitrito reductasa, respectivamente 

(Zumft, 1997). 

Otro factor que ha mostrado tener un efecto significativo  sobre el proceso desnitrificante es 

el pH. Al respecto, Thomsen y col., (1994) observaron diferencias significativas entre  

valores  de pH ácidos y básicos cuando se estudió su efecto sobre la bacteria desnitrificante 

Paracoccus denitrificans. Ellos encontraron que a un pH de 5.5, la utilización de los 

sustratos nitrogenados del proceso desnitrificante fue marcadamente lenta. Primero  

observaron que todo el nitrato fue transformado a nitrito, posteriormente el nitrito fue 

convertido a óxido nitroso y finalmente el óxido nitroso pasó a nitrógeno molecular. Cada 

intermediario se acumuló, sin embargo, a un pH de 8.5, la presencia de tales intermediarios 

no fue pronunciada, encontrándose nitrógeno molecular inmediatamente después que el 

nitrato empezó a consumirse. Estos resultados concuerdan con los encontrados  en este 
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trabajo, donde a un pH mayor que 8.3, se detectó rápidamente la presencia de nitrógeno 

molecular, sin encontrar la acumulación significativa de intermediarios nitrogenados.  

Los resultados encontrados en estos ensayos muestran la importancia de establecer un medio 

químicamente balanceado, ya que coadyuvo a una adecuada actividad del consorcio 

desnitrificante. Por otro lado,  el manejo de una relación C/N cercana a la estequiométricca  

(junto con el pH de propio sistema) orientó hacia un proceso netamente desasimilativo, sin 

la acumulación significante de intermediarios nitrogenados que incluso pueden ser más 

tóxicos que el propio nitrato.   
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5.2  Desnitrificación heterótrofa con acetato y tolueno 

Hasta hace pocos años, la mayoría de los estudios sobre la eliminación de los hidrocarburos 

aromáticos, incluyendo al tolueno, se realizaban por procesos aerobios. Bajo estas 

condiciones el catabolismo de estos compuestos esta bien documentado (Hutchins, 1991; 

Haigler y col, 1992; Deutz y col, 1994). Sin embargo, la presencia de ciertos inconvenientes 

ha llevado a la búsqueda de métodos alternativos. Por ejemplo, en condiciones naturales la 

eliminación de estos compuestos en acuíferos contaminados se ve disminuida a medida que 

las concentraciones de oxígeno disuelto van decreciendo. La adición de oxígeno es difícil 

(además costosa) debido a su baja solubilidad en agua (aproximadamente 10 mg/l a 15º C) 

(Wilson y Bouwer, 1997). Otro de los inconvenientes que se presentan,  se debe a que las 

aguas residuales contaminadas por este tipo de compuestos, frecuentemente son sometidas a 

procesos de tratamiento aerobios convencionales. Mediante estos sistemas, gran parte de 

estos compuestos tienden a ser arrastrados desde la solución acuosa hasta la atmósfera 

debido a su naturaleza volátil (Chin, 1994). Aunado a esto, los sistemas de aireación en este 

tipo de tratamiento resultan ser muy costosos (Bischof y col., 1996). 

La oxidación de tolueno por procesos anóxicos ha mostrado ser un método viable. Al 

respecto diversas investigaciones han reportado el consumo de tolueno bajo condiciones 

metanogénicas (Edwards y Grbic-Galic, 1994), hierroreductoras (Lovley y Lonergan, 1990), 

sulfatoreductoras (Beller y col, 1992; Edwards y col., 1992) y desnitrificantes (Biergert y 

Fuchs, 1995; Phelps y Young, 1999; Pelz y col., 2001). Es conveniente mencionar que la 

mayoría de estos trabajos se han realizado en cultivos en lote y en sistemas continuos los 

reportes son escasos.  

  

5.2.1 Consumo de tolueno y acetato en el reactor desnitrificante UASB 

Una vez que el consorcio desnitrificante se encontraba en estado estacionario con C-acetato, 

se procedió a analizar el efecto de diferentes velocidades de carga de tolueno sobre el 

consorcio desnitrificante. Para lograr lo anterior, manteniendo constante la relación 

carbono/nitrógeno (C/N) y la velocidad de carga de carbono total de 250 mg C /l.d, se 

ensayaron en forma progresiva 5 velocidades de carga de C-tolueno: 25, 50, 75, 100 y 125 

mg/l.d. En consecuencia la velocidad de carga de carbono de acetato se disminuyó 

gradualmente. Los resultados son presentados a continuación,  así como también los datos 
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generados de algunas pruebas abióticas, que se realizaron con fin de evaluar la posible 

pérdida de este hidrocarburo en el reactor. 

 

5.2.1.1 Ensayos abióticos 

Para evaluar la posible pérdida de tolueno por condiciones abióticas, se realizaron  algunos 

ensayos. En primer lugar se simuló el consumo del medio donde se encontraba la mezcla de 

acetato y tolueno conforme transcurría el tiempo, y se cuantificó la concentración en la fase 

gaseosa, es decir en el espacio de cabeza y en la fase líquida del recipiente. Las pruebas 

fueron realizadas con una concentración  de 40 mg/l de C-tolueno en botellas de vidrio con 

un volumen de trabajo de un litro, las cuales fueron debidamente selladas y  puestas en 

refrigeración a una temperatura de 5 ± 2º C.  

En la Tabla 5.2.1, se muestran los resultados encontrados de estos ensayos. Como se puede 

apreciar, la concentración de C-tolueno registrada en la fase gaseosa siempre fue menor que 

3 mg/l, encontrándose la mayor parte en la fase líquida, independientemente del espacio de 

cabeza presente o del  volumen del medio carbonado gastado. Estos resultados dan muestra  

de la permanencia de tolueno en la fase líquida y  en consecuencia, una mínima proporción 

hacia el espacio de cabeza.   

Tabla 5.2.1 Proporción de C-tolueno gas/líquido en recipientes de un litro sometidos a 

una temperatura de 5 ± 2º C. 
 

Tiempo  
(horas) 

Concentración  de C-tolueno en el recipiente de alimentación 

(mg/l) 
        
        
       

0 
12 
24 
36 
48 

  Fase gas                    Fase líquida                       Total 
 (espacio de cabeza) 
 
 2.06                          38.29                                   40.35 
 1.61                          44.75                                   46.76 
 0.91                          43.59                                   44.5 
 0.96                          39.07                                   40.03 
 0.75                          34.66                                   35.41   
 

  
Asimismo,  se realizaron pruebas con el objeto de determinar la posible pérdida de tolueno 

durante la alimentación del medio de cultivo al reactor UASB (sin lecho de lodos 

desnitrificantes). En estos ensayos, se cuantificó el tolueno en el recipiente de alimentación, 

en la fase líquida y gaseosa (espacio de cabeza) del reactor, así como en la columna de 
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captura de gases. Las muestras en el reactor (operado herméticamente), fueron tomadas en la 

parte superior con una jeringa, al tiempo cero y después de haber transcurrido al menos un 

TRH (2 días). Los resultados obtenidos se muestran en Tabla 5.2.2. En ésta, sólo se ilustran 

los datos obtenidos en el recipiente de alimentación y los valores detectados (en términos de 

velocidad de carga) en la fase líquida y gaseosa del reactor, ya que en la columna de captura 

de gases, el tolueno sólo fue detectado una vez y su valor fue menor que 1 mg/l.d. En la 

Tabla 5.2.2, también se observa que las mayores velocidades de carga de tolueno siempre 

fueron encontradas en la fase líquida del reactor, encontrando una menor proporción en el 

espacio de cabeza.  

Tabla 5.2.2  Cuantificación de C-tolueno (mg/l.d) en el recipiente de alimentación (5 ± 

2º C) y en el reactor desnitrificante UASB (30º C; TRH = 2 d.), durante ensayos 
abióticos.   
 

Velocidad de carga de tolueno (mg/l.d) Tiempo  
(horas) 

Influente Reactor 
 
 
 
0 
24 
48 
72 
96 

recipiente 
 

 
115.7 
nm 
nm 
nm 
nm 

Fase gas                   Fase                    Total 
(espacio de cabeza)  líquida 
 
nm                               nm                      
nm                               nm 
26.7                             85.2                  111.4 
34.1                             73.8                  107.98 
26.5                             87.6                  114.19    
 

 nm = no medido 
 
Como se puede observar, la pérdida de tolueno durante el trayecto del recipiente al reactor 

fue mínima, puesto que los valores de tolueno obtenidos en el recipiente de alimentación y 

en el reactor (fase líquida y gaseosa) fueron muy similares entre sí, encontrándose un 

coeficiente de variación menor al 6%. Cabe mencionar que estos ensayos se realizaron sin 

lodos, en los cuales lleva a cabo la mayor actividad desnitrificante, este lecho de lodos 

pudiera servir como amortiguador para disminuir la proporción de tolueno hacia la fase 

gaseosa. 
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5.2.1.2 Perfil de los compuestos carbonados  

En la Figura 5.2.1, se muestra el comportamiento de los compuestos carbonados durante la 

desnitrificación en el reactor continuo UASB alimentado con acetato y tolueno. En ésta  se 

ilustran las cinco velocidades de carga de tolueno evaluadas. Las flechas indican el tiempo 

en que se realizó el cambio de velocidad de carga de tolueno. Los resultados se muestran a 

partir del día 24, que fue cuando se empezó a sustituir  el acetato por tolueno.  

Como se puede observar en la Figura 5.2.1, en todas las velocidades de carga utilizadas se 

alcanzó el estado estacionario, puesto que las velocidades de carga de carbono de entrada y 

salida, tanto de acetato como de tolueno permanecieron con una variación menor que 10%.  

También se puede apreciar que en cada uno de los ensayos el acetato y tolueno fueron 

consumidos prácticamente en su totalidad, encontrándose como producto principal al 

carbono inorgánico en forma de bicarbonato.   
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Figura 5.2.1 Perfil de los compuestos carbonados durante la desnitrificación, 

empleando una mezcla de acetato y tolueno como fuentes reductoras en el reactor 
UASB (30º C; TRH = 2 d.)  C-total (entrada),  ■ C-acetato (entrada), ▲  C- 
acetato (salida),   ♦   C- tolueno (entrada),  ◊ C-tolueno (salida), □  C- 
bicarbonato (salida).  
 
Las eficiencias de consumo de carbono obtenidas en cada uno de los ensayos son 

presentadas en la Tabla 5.2.3. Al respecto, se encontró que prácticamente todo el acetato y el 
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tolueno alimentado fueron consumidos por los microorganismos desnitrificantes. Durante 

estas pruebas las eficiencias de consumo de carbono total siempre fueron superiores a 95% ± 

3.5, sin importar la fuente carbonada. Las velocidades  de carga de salida de carbono de 

acetato y tolueno del reactor fueron menores que 4.2 ± 2.8 y 1.29 ± 1.04 mg C/l.d, 

respectivamente. Esta tendencia se mantuvo independientemente de la velocidad de carga  

de carbono de tolueno valorada. 

Tabla 5.2.3 Eficiencias de consumo de carbono (ECC) durante la desnitrificación, 

empleando una mezcla de acetato y tolueno como fuentes reductoras.  
  

Velocidad de carga de carbono (VCC) 
Acetato/tolueno (mg/l.d) 

Eficiencia de consumo de carbono (ECC) 
(%) 

 
225/25 
200/50 
175/75 
150/100 
125/125 

 
99.2 ±  0.3 
95 ± 3.5 

98.9 ±  0.9 
98.7 ±  1.7 
96.3 ± 1.3 

 
En lo que concierne a los rendimientos de carbono, estos son mostrados en la Tabla 5.2.4. 

Los datos experimentales obtenidos arrojaron rendimientos de carbono superiores a 0.95, y 

fueron independientes de la velocidad de carga de carbono de tolueno evaluada. Estos 

resultados indican el desarrollo de un proceso netamente desasimilativo, con lo cual se 

puede asumir que prácticamente todo el acetato y el tolueno fueron mineralizados a 

bicarbonato, tal como lo indica la Ecuación  5.2.1, propuesta por Heider y col. (1999), en la 

que se muestra al bicarbonato como producto de la oxidación del tolueno. En la misma 

Ecuación,  también se puede apreciar que no se considera la formación de biomasa, lo que 

resulta en una relación carbono/nitrógeno (C/N) de 0.83, ligeramente menor que la (C/N) 

para acetato que es de 1.07.  

C7 H8 + 7.2 NO3
- + 0.2 H +     →   7  HCO3

-  +   3.6  N2  +  0.6  H2O            (Ecuación 5.2.1)        
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Tabla 5.2.4 Rendimiento de carbono (YC) durante la desnitrificación, empleando una 

mezcla de acetato y tolueno como fuentes reductoras. 
 

Velocidad de carga de carbono (VCC) 
Acetato/tolueno (mg/l.d) 

Rendimiento de (YC) 
mg C-HCO3

- formado/ mg de C consumido 
 

225/25 
200/50 
175/75 
150/100 
125/125 

 
0.99 ±  0.01 
0.95 ±  0.03 
0.98 ±  0.05 
0.97 ±  0.09 
0.98 ±  0.08 

 
Referente a la concentración de sólidos suspendidos volátiles (biomasa)  encontrados en el 

reactor, en la Figura 5.2.2, se muestra  su comportamiento.  
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Figura 5.2.2 Concentración de sólidos suspendidos volátiles en el reactor 

desnitrificante UASB, empleando acetato y tolueno como fuente de carbono y energía. 
 
La concentración inicial de biomasa en estos ensayos fue de 3.26 g/l. Tal concentración  no 

sufrió grandes variaciones y terrminó en 3.12 g/l. Cabe hacer mención que sólo se hicieron 

dos mediciones de sólidos suspendidos volátiles en estos experimentos y que además en el 

transcurso de estos, se tomaron 3 muestras de lodos (10 ml cada una) para análisis 

independientes a este trabajo. Probablemente estas purgas coadyuvaron a mantener la 

concentración de biomasa prácticamente constante. A pesar de esto, los resultados muestran 

un escaso crecimiento de biomasa, confirmándose un proceso netamente desasimilativo.     
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5.2.1.3  Perfil de los compuestos nitrogenados  

En la Figura 5.2.3, se presenta la conducta de los distintos componentes nitrogenados 

detectados en el reactor desnitrificante UASB, cuando fueron evaluadas las cinco 

velocidades de carga de tolueno. Nuevamente, las flechas indican el tiempo en que fue 

realizado el cambio de la velocidad de carga de carbono de tolueno.  

Durante los cinco ensayos realizados con tolueno, la velocidad de carga promedio de 

nitrógeno de nitrato en el reactor fue de 180.25 ± 7.59 mg N-NO3
-/l.d, presentando un 

coeficiente de variación menor que 5%. Las velocidades volumétricas de producción de 

nitrógeno molecular presentaron algunas oscilaciones, sobre todo cuando se estudiaron las 

velocidades de carga de carbono de tolueno de 75, 100 y algo menores se observaron para la 

de 125 mg C/l.d. A pesar de ello, en forma general la velocidades volumétricas de 

producción de nitrógeno molecular alcanzaron un valor promedio de 158 ± 20.08 mg N2/l.d, 

lo cual representó un coeficiente de variación de alrededor del 12%. Estos datos  permiten 

decir que el reactor operó en régimen estacionario desnitrificante.   
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Figura 5.2.3 Perfil  de los compuestos nitrogenados en el reactor desnitrificante UASB 
empleando una mezcla de acetato y tolueno como fuentes reductoras (30º C; TRH = 2 

d.).  N-NO3
- (entrada), ■ N-NO2

- (salida), ▲ N-NO3
- (salida),  □  N2 
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Las eficiencias de consumo de nitrógeno alimentado en forma de nitrato son presentadas en 

la Tabla 5.2.5. Como se puede observar cuando fue evaluada la primera velocidad de carga 

de carbono de C-tolueno de 25 mg C/l.d, se obtuvieron eficiencias de consumo de nitrógeno 

de 98%. Durante esta etapa la velocidad de carga residual de nitrito fueron de 2.34 ± 2.4 mg 

N-NO2
-/l.d, mientras que la detectada de nitrato osciló alrededor de 0.17 mgN-NO3

-/l.d. Un 

comportamiento similar se presentó al evaluar  la segunda velocidad de carga de tolueno, 

donde se obtuvieron eficiencias de consumo de nitrógeno de 95.7% ± 1.5. En este caso, las 

velocidades de carga de nitrógeno registradas a la salida del reactor fluctuaron alrededor de 

3.45 mg/l.d, para nitrógeno en forma de nitrito y alrededor de 4.6 mg/l.d, para nitrógeno de 

nitrato. Sin embargo, cuando fue evaluada la tercera velocidad de carga de C-tolueno de 75 

mg C/l.d, las eficiencias de consumo de nitrógeno disminuyeron a 86.7% ± 2.1, esto se 

reflejó en las velocidades de carga residuales de nitrógeno que aumentaron a 15 ± 1.2  mg 

/l.d para el caso de nitrógeno de nitrito y a 8.9 ± 4.7 mg/l.d para el nitrógeno de nitrato.  

Como se puede apreciar en la misma Tabla, esta tendencia se mantuvo para las restantes 

velocidades de carga de C-tolueno de 100 y 125 mg C/l.d.  

Tabla 5.2.5 Eficiencias de consumo de nitrógeno (ECN) durante la desnitrificación, 

empleando una mezcla de acetato y tolueno como fuentes reductoras. 
 

Velocidad de carga de carbono (VCC) 
Acetato/tolueno (mg/l.d) 

Eficiencia de consumo de nitrógeno (ECN) 
(%) 

 
225/25 
200/50 
175/75 
150/100 
125/125 

 
98.6 ±  1.3 
95.7 ± 1.5 
86.7 ±  2.1 
87.3 ±  2.0 
87.6 ±  2.1 

 
Los rendimientos desnitrificantes (YD) es decir, la velocidad de nitrógeno producido con 

respecto a la velocidad de nitrógeno consumido (mg N2/ mg N-NO3
- consumido) son 

presentados en la Tabla 5.2.6. Los datos experimentales para este parámetro arrojaron  

rendimientos desnitrificantes superiores a 0.87, mostrando que la mayor parte del nitrógeno 

alimentado fue transformado a nitrógeno molecular. Esta conducta fue mantenida 

independientemente de la velocidad de carga de tolueno alimentada, reflejando con ésto, una 

alta capacidad de las bacterias desnitrificantes para oxidar el tolueno a velocidades de hasta 

125 mg C/l.d. Los YD, obtenidos en estos ensayos, refuerzan la presencia de un proceso 
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desasimilativo. También sustentan el acoplamiento de la oxidación simultánea de acetato y 

tolueno con la reducción concomitante de nitrato a nitrógeno molecular. 

Tabla 5.2.6 Rendimientos desnitrificantes (YD), empleando una mezcla de acetato y 
tolueno como fuentes reductoras.  
 

Velocidad de carga de carbono (VCC) 
Acetato/tolueno (mg/l.d) 

Rendimientos desnitrificantes (YD) 
(mg N producido/mg N-NO3

- consumido) 
 

225/25 
200/50 
175/75 
150/100 
125/125 

 
0.93 ±  0.02 
1.0  ±  0.05 
0.87 ±  0.05 
0.91 ±  0.07 
0.93 ± 0.03 

 
 

5.2.1.4 Discusión 

Debido a la relativa alta presión de vapor de los compuestos monoaromáticos, su 

volatilización puede ser significativa al someterlos a tratamientos bajo sistemas continuos o 

en lote. En este sentido, se debe discernir entre su posible pérdida por volatilización y  por el 

consumo en procesos biológicos, en este caso, por microorganismos desnitrificantes. Los 

ensayos abióticos realizados en este trabajo muestran que la pérdida por volatilización de 

tolueno no fue significativa, por lo tanto se puede asumir que este hidrocarburo fue 

eliminado  por  un proceso desnitrificante.  

La capacidad del consorcio desnitrificante  para utilizar eficazmente el tolueno como fuente 

de carbono y energía en condiciones continuas, empleando un reactor UASB, quedó 

reflejada en estos ensayos. Así lo sustentan las eficiencias de consumo de carbono que 

fueron superiores a 95%, independientemente de la fuente carbonada consumida, que como 

se pudo observar fue canalizada hasta HCO3
-
, dando rendimientos de carbono mayores que 

0.95. Estos resultados dan muestra de un proceso netamente desasimilativo, así lo respaldan 

también, la concentración de sólidos suspendidos volátiles que permaneció prácticamente 

constante en el reactor. Una tendencia desasimilativa similar encontró Altenschmidt y Fuchs 

(1991) en sus estudios en lote sobre la oxidación anaerobia de tolueno, empleando la cepa 

desnitrificante Pseudomonas sp. Estos autores, realizaron estudios con esta cepa y 

basándose en los datos de consumo de tolueno y nitrato, indicaron que aproximadamente el 

77% del tolueno consumido fue oxidado a CO2 y que el 85% de nitrógeno de nitrato se 
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redujo a nitrógeno molecular. Aunque es conveniente mencionar que estos autores sólo se 

basan en los datos de consumo y no reportan la medición de los gases generados durante el 

proceso. En contraste, otros estudios realizados en cultivo en lote, reportan una considerable 

asimilación de tolueno. Por ejemplo Evans y col. (1991), encontraron que de 

aproximadamente 28 mg/l de tolueno consumido en un periodo de 7 días por un cultivo 

desnitrificante, el 57% fue canalizado a CO2 y el restante fue asimilado. En un estudio 

similar Evans y col. (1992), reportaron una oxidación de tolueno de 51%, una asimilación de 

29% y el 20% restante menciona que permanecen como ácido benzilsuccinico y ácido 

benzilfumárico, detectados como intermediarios de la oxidación anaerobia del tolueno. Por 

otra parte, Schocher y col. (1991), en un estudio sobre la eliminación de este hidrocarburo 

por bacterias desnitrificantes, empleando N2O como aceptor de electrones, reporta que de 40 

mg/l de tolueno consumido, en un periodo de dos días, el 50%  fue oxidado a CO2, mientras 

que alrededor del 37%  fue asimilado por el cultivo. 

Por otra parte, muchos de los estudios  de la desnitrificación se han avocado en conocer las 

posibles causas que llevan a la acumulación de algunos intermediarios, que incluso pueden 

ser más peligrosos que el propio nitrato. Tal es el caso del nitrito, que puede dar origen a 

nitrosaminas (compuestos cancerígenos); el óxido nítrico, que es un radical muy reactivo 

con moléculas biológicas; o el óxido nitroso que es un contribuyente al efecto invernadero. 

Como se describió anteriormente, los valores residuales de nitrato y nitrito encontrados en 

este trabajo, fueron menores a 10 mg N/l.d, a excepción del valor que se obtuvo cuando fue 

evaluada la velocidad de carga de carbono de tolueno  de 75 mg/l.d que fue de 15 mg N-

NO2
-/l.d. A pesar de esto, en términos generales podemos decir que el proceso 

desnitrificante se llevó a cabo de forma eficaz, encontrándose eficiencias de consumo de 

nitrato superiores a 87% y rendimientos desnitrificantes mayores que 0.87. Al respecto, 

algunos trabajos en lote han reportado la acumulación de nitrito. Por ejemplo, Schocher  y 

col. (1991), trabajando con Pseudomonas sp. en un cultivo en lote con una concentración de 

tolueno de 42 mg/l y de nitrato de 310 mg/l, menciona una inhibición del cultivo por una 

acumulación considerable de nitrito de la cual no menciona su concentración. Esta 

acumulación, entre otras variables, probablemente se debió a un exceso de nitrato, donde se 

puede observar una relación C/N de 0.60, cuando la relación estequiométrica para oxidar el 

tolueno por desnitrificación es de 0.87. Otro trabajo realizado por Hutchins (1991), sobre la 
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eliminación de BTEX (3 mg/l cada compuesto) en botellas serológicas puestas en 

condiciones desnitrificantes (100 mg N-NO3
-/l) muestra el consumo total de los compuestos, 

a excepción del benceno y el o-xileno. Sin embargo, reporta una concentración de N-NO3
- 

residual de 55 mg/l   y un aumento de N-NO2
- de 0.7 a 23.8 mg/l. Esta acumulación podría 

ser atribuida al exceso de nitrato presente en el cultivo, aunado a que los experimentos 

fueron incubados a 12º C, lo cual posiblemente provocó una posible inhibición en las 

enzimas desnitrificantes.   

La información sobre eliminación de hidrocarburos aromáticos del agua mediante sistemas 

continuos y semicontinuos es escasa. Con el fin de establecer alguna comparación se 

presenta el trabajo reportado por Ma y Love (2001), en reactores de lote secuenciado (SBR). 

Estos autores, trabajaron con SBR de 2 litros los cuales fueron operados a ciclos de 24 

horas, con una concentración de BTX, de 5 mg/l (cada compuesto). Encontraron el consumo 

total del tolueno en un periodo promedio de 10 horas. Sin embargo el resto de los 

hidrocarburos (a excepción del m-xileno) permanecen constantes. Respecto al nitrato, se 

observa un descenso simultáneo al consumo de tolueno, en contraste, el nitrito aumenta y 

posteriormente es eliminado en aproximadamente 18 horas. Los autores atribuyen este 

aumento a la adición excesiva de nitrato y a la adición de materia orgánica (600 mg DQO/l) 

fácilmente oxidable que fue adicionada junto con los BTX. Estos autores reportan que el 

tolueno fue consumido, sin embargo no muestran si fue mineralizado, puesto que no 

cuantificaron los gases generados en el proceso como es el CO2 y el N2. Por otra parte 

Ghosh y col. (1996), llevaron a cabo estudios sobre la eliminación de tolueno por 

metanogénesis en un  reactor de flujo pistón. El reactor consistió de una caja hermética 

rectangular con una capacidad de 41 l, que presentaba diferentes puertos de muestreo y en su 

interior tres divisiones zigzagueantes. Este fue operado a un tiempo de residencia hidráulico 

(TRH) de 13 días y alimentado con una DQO de 11000 mg/l, que fue elaborada en el 

laboratorio y con 50 mg/l de tolueno (3.84 mg tolueno/l.d). Los  datos obtenidos muestran 

eficiencias de consumo de tolueno de 95% y de reducción de DQO de 96%. También se 

observó que el 80% del gas generado lo constituyó el metano.  Por otra parte como se pudo 

mostrar en el apartado de resultados,  en este trabajo los microorganismos desnitrificantes 

tuvieron la capacidad de oxidar velocidades de carga de tolueno hasta de 125 mg C/l.d.  
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La eliminación o consumo de un compuesto recalcitrante no depende sólo de su estructura 

sino también  puede ser altamente dependiente de diversas variables ambientales tales como 

la disponibilidad del sustrato,  el pH, la temperatura, la relación C/N, la concentración del 

compuesto, la presencia de sustrato adicionales, la presencia de los microorganismos 

necesarios para oxidar tal compuesto, entre otros. Seguramente algunas de estas variables 

influyeron en la evolución del proceso desnitrificante desasimilativo encontrado en este 

trabajo. A continuación se discuten algunas de ellas. 

Se puede decir que el reactor continuo UASB, fue una elección adecuada para el tratamiento 

anóxico de este hidrocarburo, ya que presenta algunas características que permitieron el 

manejo apropiado del tolueno. Por ejemplo, el uso de este reactor no involucra agitación y 

por lo tanto minimiza la pérdida por volatilización del compuesto. Otra característica que 

presenta un reactor continuo es que  puede evitar la inhibición por altas concentraciones de 

algún compuesto tóxico, en este caso el tolueno, ya que las concentraciones dentro del 

reactor son mantenidas bajas en comparación con los cultivos en lote (Rozkov y col., 1998). 

Como se pudo observar en los ensayos, se encontró una biomasa muy activa permitiendo 

tratar  altas velocidades de carga de tolueno, esto fue logrado por las bajas concentraciones 

de tolueno detectadas en el reactor que fueron menores que 6 mg C-tolueno/l. Estos datos 

estuvieron muy por debajo respecto de algunos valores inhibitorios que se han observado en 

cultivos en lote. Por ejemplo, Elmen y col. (1997), en un estudio sobre el consumo de 

tolueno por condiciones desnitrificantes,  encontró que a concentraciones mayores de 55 mg 

tolueno/l, se observa una inhibición del cultivo.  En otro trabajo reportado por Peña y col. 

(2003), se observó que a concentraciones superiores a 70 mg tolueno/l, el proceso 

desnitrificante se ve afectado.  

Cabe mencionar que los lodos fueron extraídos de un reactor que no había sido expuesto a 

este hidrocarburo, lo que mostró una gran versatilidad de la biomasa microbiana, puesto que 

no requirió tiempos de adaptación para oxidar el tolueno. Resultados similares fueron 

encontrados por Evans y col. (1991), al someter el consumo de tolueno a diferentes fuentes 

de inóculo, donde algunas de ellos no habían tenido contacto a este hidrocarburo. Aunque 

estos resultados contrastan con los encontrados por Phels y Young (1999), que en estudios  

en lote sobre la eliminación de BTEX empleando inóculos provenientes de sitios 
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contaminados (por hidrocarburos) y no contaminados, únicamente observan el consumo de 

BTEX  en los ensayos cuyo inóculo provenía de sitios contaminados.  

Otra variable que seguramente contribuyó al proceso desnitrificante fue el pH. Diversos 

estudios realizados han mostrado la influencia de este factor sobre las enzimas 

desnitrificantes. Al respecto, Pérez (1998), trabajando con distintas fuentes de electrones 

(acetato, lactato y etanol) sobre el proceso desnitrificante a diferentes valores de pH, 

mencionó que no existen diferencias significativas en un intervalo 6 a 9, logrando 

eficiencias desnitrificantes del 100%. Sin embargo, a pH de 5 la desnitrificación se inhibe.    

Thomsen y col. (1994), en otro estudio, reportan diferencias muy marcadas entre  valores  de 

pH ácidos y básicos cuando se estudió su efecto sobre la bacteria desnitrificante Paracoccus 

denitrificans. Los autores observaron que a un pH de 5.5, la velocidad de reacción de las 

enzimas desnitrificantes se vuelve lenta, observando una acumulación transitoria de 

intermediarios como el nitrito y el óxido nitroso. Sin embargo, a un pH de 8.5, la presencia 

de tales intermediarios no fue pronunciada, encontrándose nitrógeno molecular 

inmediatamente después que el nitrato empezó a consumirse. En otro trabajo realizado por 

Glass y Silverstein (1998), tratando aguas residuales con altas concentraciones de N-NO3
- 

(2700 mg/l), observó que a valores de pH entre 6.5 y 7, se inhibe la desnitrificación. En 

cambio a valores entre 7.5 y 9, la desnitrificación se lleva a cabo,  pero se observa una 

acumulación significativa de N-NO2
-, que va incrementando a medida que aumenta el pH. 

Como se describió anteriormente, en el presente trabajo,  los valores de pH siempre fueron 

superiores 8, en consecuencia no se observó una acumulación significativa de algunos 

intermediaros nitrogenados, encontrando como producto principal del proceso nitrógeno 

molecular, sin importar la velocidad de carga de tolueno tratada.  

La relación carbono/nitrógeno (C/N) es otro parámetro que orienta  de forma importante el 

proceso respiratorio. Se ha observado que esta variable esta relacionada con la acumulación 

de los compuestos involucrados en la desnitrificación e incluso puede encausar hacia la 

desasimilación reductiva de nitrato a amonio (DNRA). Al respecto, Oh y Silverstein (1999), 

realizaron trabajos de desnitrificación en reactores de lote secuenciado, empleando acetato 

como agente  reductor. En los datos generados, encontraron que a una relación C/N de 1:1, 

se presentó una acumulación de nitrito del 30%. En cambio cuando la relación C/N estuvo 

en 2:1 y 3:1, el nitrato fue consumido sin presentarse acumulación de nitrito. Sin embargo, 
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en la última relación mencionada se observa una notable concentración de acetato no 

consumido. Otro trabajo realizado por Akuna y col. (1994), empleando glucosa  como 

fuente de carbono a distintos valores de C/N (1.3 y 5.6), muestra que a medida que la 

relación C/N desciende, la generación de amonio disminuye. En términos generales el punto 

de inicio para el estudio de la C/N, radica en su valor estequiométrico (Cuervo-López, 

2003). Como se mostró anteriormente la C/N, empleada en este trabajo fue de 1.4 (que 

incluye la posible formación de biomasa). Si consideramos que la relación C/N 

estequiométrica para el acetato es de 1.07 y para el tolueno de 0.83,  podemos decir que la 

relación C/N estuvo cercana a la estequiométrica. Esto permitió la conducta de un proceso 

respiratorio desnitrificante desasimilativo,  sin una acumulación significativa, tanto de 

compuestos nitrogenados, como carbonados.  

Otro factor frecuentemente mencionado en la literatura es el efecto que ejerce la fuente de 

electrones sobre las enzimas desnitrificantes. Diversos estudios han mostrado cierta 

competencia  entre las enzimas nitrato y nitrito reductasas  por los electrones generados por 

la fuente de energía.  Un trabajo  realizado por Rijn  y col. (1996), con Pseudomonas stutzeri  

muestra  que existió  una mayor  acumulación de nitrito cuando se empleó acetato como 

fuente de energía, que cuando se usó butirato.  Por otra parte, observaron que el butirato fue 

consumido más lentamente que el acetato. Los autores concluyen que en presencia de nitrato 

y nitrito, los electrones del acetato fluyen preferentemente hacia la nitrato reductasa, 

mientras que los electrones generados por el butirato reducen más rápidamente la nitrito 

reductasa que la nitrato reductasa. Resultados similares fueron reportados por Almeida y col. 

(1995), que trabajando con  Pseudomonas fluorescens, observaron cierta competencia entre 

las enzimas nitrato y nitrito reductasa por los electrones generados por la fuente de energía. 

En otro trabajo, Wilderer y col. (1987), sugieren que el tipo de donador de electrones 

también puede influir en la selección de poblaciones particulares de bacterias 

desnitrificantes presentes en un cultivo mixto. Al respecto, estos autores, en estudios con 

bacterias desnitrificantes expuestas a distintas condiciones ambientales (fermentativa, 

aerobio, desnitrificante), reportan una considerable acumulación de nitrito cuando se usó 

glucosa como fuente de carbono. En cambio la  acumulación no se observó, o fue transitoria, 

cuando se utilizó acetato. En base a estos resultados, Wilderer y col. (1987), mencionan que 

existen dos clases de bacterias desnitrificantes en una población mixta: las bacterias que 
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respiran nitrato, que solo reducen el nitrato a nitrito y las verdaderas bacterias 

desnitrificantes que reducen el nitrato hasta el nitrógeno molecular. Estos autores sugieren 

que alguna clase de bacterias es  favorecida con respecto a la otra, al emplear distintas 

fuentes reductoras. La acumulación de nitrito observada por estos autores, quizás se debió a 

la presencia de bajas concentraciones de oxígeno,  (al someter a las bacterias a condiciones 

desnitrificantes), ya que se ha observado que las enzimas nitrato y nitrito reductasas se ven 

inhibidas en presencia de oxígeno (Coyne y Tiedge, 1990). Tal inhibición, es más severa en 

la enzima nitrito reductasa, llevando a una acumulación  considerable de nitrito.  

Los resultados encontrados en el presente trabajo sugieren que no se presentó la 

competencia de las enzimas nitrito y nitrato reductasas por los electrones generados por el 

tolueno y el acetato. Esto se sustenta por el consumo simultáneo de acetato y de tolueno 

durante las distintas velocidades de carga de carbono estudiadas. Aunado a esto, se encontró 

que el producto principal del proceso fue nitrógeno molecular, respaldando una correcta 

actividad de las enzimas desnitrificantes. Además no se encontraron cantidades 

significativas de nitrato o nitrito a la salida del reactor, lo cual da muestra una vez más de un 

proceso desasimilativo. Por otra parte, los resultados encontrados en el presente estudio no 

respaldan la hipótesis de Wilderer y col. (1987), de la inclinación hacia ciertas poblaciones 

de bacterias desnitrificantes al emplear distintas fuentes de carbono.  

Respecto al consumo simultáneo de acetato y tolueno encontrado en este trabajo, son 

necesarios más estudios que ayuden a explicar  cómo un sustrato fácilmente oxidable, como  

el acetato, sea mineralizado paralelamente con un compuestos aromático como el tolueno. 

Aunque si se observa, desde el punto de vista termodinámico, la energía libre disponible de 

la oxidación de tolueno por desnitrificación  es de Ä Gº� =  � 3554 kJ/mol de tolueno, 

mientras que para el acetato es de  Ä Gº� = � 806. 74 kJ/mol de  acetato (Heider, 1999). Esto 

muestra  que los microorganismos  desnitrificantes obtendrán  más energía al consumir el 

tolueno. 

Respecto al consumo  simultáneo de tolueno con otros compuestos, Frazer y col. (1995), en 

una revisión  bibliográfica sobre el metabolismo de tolueno bajo condiciones anaerobias, 

describe estudios realizados en lote con células de la cepa T1,  observando un consumo 

simultáneo de tolueno y piruvato, sin  que se evidenciara un comportamiento diáuxico. Por 

su parte Su y Kafkewitz (1994), observaron que células de Pseudomonas maltophilia 
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metabolizaron simultáneamente tolueno y succinato, además encontraron que el tolueno se 

continuó metabolizando aún a relaciones molares  succinato/tolueno de 100.  Otro estudio 

realizado por Ma y Love (2001) en reactores de lote secuenciado (SBR) operados bajo 

condiciones desnitrificantes, muestra el consumo paralelo de tolueno con una fuente 

orgánica fácilmente oxidable (600 mg DQO/l). Respecto a los estudios en cultivo continuo, 

podemos mencionar al realizado por Ghosh y col. (1996), que empleando un  reactor de 

flujo pistón (41 l),  tratan residuos con una concentración de DQO de 11000 mg/l al  cual 

adicionan una concentración de tolueno de  50 mg/l  con un tiempo de residencia hidráulica 

de 13 días.  

Como puede verse se requiere de más investigación que permita dilucidar el efecto que 

puede ejercer la adición de un sustrato fácilmente oxidable en el consumo de tolueno. Estos 

estudios podrían coadyuvar al tratamiento más eficiente de sitios contaminados por  

hidrocarburos como el tolueno. 
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6. CONCLUSIONES 

 

 

En regimen estacionario: 

 

 

El reactor desnitrificante UASB, alimentado con acetato como fuente de carbono y energía y 

nitrato como fuente de nitrógeno, a velocidades de carga de 250 mg C/l.d y 178 mg N-NO3
-

/l.d, respectivamente, alcanzó eficiencias de consumo de carbono y nitrógeno mayores que 

98%, así como rendimientos desnitrificantes superiores a 0.98. 

 

 

Con la mezcla  de acetato y  tolueno: 

 

 

El proceso desnitrificante no se vió significativamente afectado por la adición de distintas 

velocidades de carga de tolueno, las cuales oscilaron entre 25 y 125 mg C-tolueno/l.d. 

 

 

A velocidades de carga de carbono de tolueno entre 25 y 125 mg C /l.d, las eficiencias de 

consumo de carbono y nitrógeno siempre fueron mayores que 87% y los rendimientos de 

nitrógeno fueron superiores a 0.87, independientemente de la velocidad de carga de carbono 

estudiada. 

 

 

Considerando lo anterior, se puede decir que los resultados obtenidos  aportan bases para 

sustentar la eliminación de un hidrocarburo aromático como es el tolueno por un cultivo en 

continuo.  




